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Molekiilverbindungen der Veronalreihe.’) 


Von 
P. Pfeiffer und R. Seydel. 


Mit 6 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Bonn a. Rh.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Februar 1928.) 


In der letzten Arbeit iiber diesen Gegenstand haben sich 
Paul Pfeiffer und Olga Angern!') eingehend mit der Kon- 
stitution der monomolekularen Verbindung von Veronal mit 
Pyramidon: 


NH—CO (H,C),N—C=C-CH, 
| | | | 
CO C(C,H,), CO N-CH, 
| | WS 
NH—CO N 

C,H, 


befaBt, die im Gemisch mit freiem Pyramidon das bekannte 
Veramon des Handels bildet. Nach ihrer Ansicht findet 
eine Restaffinititsabsaittigung zwischen dem Carbonylsauerstoft 
des Pyramidons und einem oder beiden NH-Wasserstoffatomen 
des Veronals statt. Sie stiitzen sich bei ihrer Beweisfiihrung 
auf die Tatsache, daB in dieser Molekiilverbindung Pyramidon 
durch Antipyrin*) und Sarkosinanhydrid ersetzt werden kann, 


') Bisherige Mitteilungen, P. Pfeiffer, Diese Zs. Bd. 146, 8, 98 
(1925); P. Pfeiffer u. O. Angern, Diese Zs. Bd. 154, 8. 276 (1926); 
Pharm. Ztg. 1926, Nr. 19. 

®) Die Veronal—Antipyrinkurve, die einen charakteristisehen Knick 
aufweist, wurde erneut untersucht; wir konnten die friiheren Resultate 
bestiitigen (Kurve 1). 
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und dab die Additionsfahigkeit der Veronalkomponente erlischt, 
wenn beide NH-Wasserstoffatome substituiert sind. 

Es war nun von Interesse, die Additionsfahigkeit mono- 
substituierter Veronale kennen zu lernen. Als solche kamen 
n-Methylveronal und n-Phenylveronal in Betracht, die zu folgen- 
den Kombinationen verwendet wurden: 
n-Methylveronal + Antipyrin n-Phenylveronal + Antipyrin 
n-Methylveronal + Pyramidon n-Phenylveronal + Pyramidon 
n-Methylveronal+Sarkosinanhydrid n-Phenylveronal + Sarkosinanhydrid 

In keinem einzigen Falle lieB sich die Bildung einer 
echten chemischen Verbindung nachweisen; die Schmelzkurven 
bestehen stets aus zwei Asten, die sich im eutektischen Punkte 
schneiden, so wie es fiir reine Konglomeratsysteme charakte- 
ristisch ist. Dementsprechend bilden die Auftaulinien knick- 
lose horizontale Linien, auf denen die Schnittpunkte der 
Schmelzkurven legen. 

Die Auffassung von Pfeiffer und Angern, daB in den 
Molekiilverbindungen des Veronals ein oder beide NH-Wasser- 
stoffatome des Veronals fiir die gegenseitige Bindung der Kom- 
ponente notwendig sind, ist also dahin zu priizisieren, daB 
beide Wasserstoffatome Affinititszentren sind. 

Wir haben uns nun die weitere Frage gestellt, inwieweit 
man die beiden Athylgruppen des Veronals durch andere 
Reste ersetzen kann, ohne die Additionsfaihigkeit aufzuheben. 
Da diese Athylgruppen an der gegenseitigen Bindung der 
Komponenten nicht beteiligt sind, so war von vornherein zu 
erwarten, daB nicht nur die verschiedensten Verwandten des 
Veronals vom Typus J, sondern auch der Grundkérper der 
Reihe, die Barbiturséure (II) 


NH—CO NH—CO 
| | | | 
[ 20 a, Il CO CH, 
| _ | | 
NH—CO NH—CO 


Molekiilverbindungen mit Pyramidon usw. gibt. 

DaB die Verwandten des Veronals sich in der Tat ganz 
dem Veronal selbst an die Seite stellen, geht schon aus der 
Patentliteratur hervor, in der zablreiche Vereinigungen von 
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Antipyrin, Tolypyrin und Pyramidon mit solchen Barbitur- 
siurederivaten beschrieben sind, in denen die Methylenwasser- 
stoffe durch Isopropyl, n-Butyl, Isoamyl, Allyl usw. ersetzt 
sind. Allerdings fehlt fast ausnahmslos die Aufnahme von 
Schmelzdiagrammen, die im allgemeinen unerlaBlich ist, um 
scharf zwischen dem Vorliegen von Verbindungen, festen Lé- 
sungen und Konglomeraten unterscheiden zu kénnen. Wir 
selbst haben die Molekiilverbindungen der Athyl-phenylbarbitur- 
siiure, des Luminals: 
NH—CO 


| | 
GO O<otr 


NH—CO 


naiher untersucht. Diese VerbindunglieB sich genau wieVeronal so- 
wohl mit Antipyrin, wie auch mit Pyramidon und Sarkosinanhydrid 
vereinigen. Durch Aufnahme der Auftauschmelzdiagramme ergab 
sich das Vorliegen der folgenden Verbindungen: 

1 Luminal, 1 Antipyrin (Kurve 2), 

1 Luminal, 1 Pyramion (Kurve 3), 

2 Luminal, 1 Sarkosinanhydrid (Kurve 4), 
von denen die beiden letzteren aus Lisungen in gut krystalli- 
sierter Form erhalten werden konnten. Die Pyramidon- 
verbindung bildet prismatische Nadeln vom Schmelzp. 132%, 
die Sarkosinanhydridyerbindung hexagonale Krystalle vom 
Schmelzp. 127°. 

Das Verhalten des Grundkérpers des Veronals, der Bar- 
bitursiure, entsprach ebenfalls unseren Erwartungen. Die 
Auftauschmelzkurven der Systeme: Barbitursiure + Antipyrin 
und Barbitursiiure + Sarkosinanhydrid zeigen durch schwach 
ausgesprochene Maxima die Existenz der beiden Verbindungen: 

1 Barbitursiiure + 1 Antipyrin (Kurve 5) 

2 Barbitursiure + 1 Sarkosinanhydrid (Kurve 6) 
an, deren Reindarstellung aus Lisungen aber bisher nicht 
gelang. 

Da&B die n-Methylbarbitursiure, in der ein NH- 
Wasserstoff der Barbitursiiure durch Methyl ersetzt ist, weder 


Antipyrin noch Pyramidon addiert, steht in bester Uberein- 
1* 
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stimmung mit dem weiter oben skizzierten Verhalten des 
n-Methylveronals. 

Zum Schlu8B sei noch einmal die Frage nach der Natur 
des Veramons erortert, der bekannten Arzneimittelkombination, 
welche aus Pyramidon und Veronal im Molekularverhiltnis 2: 1 
besteht. Sowohl P. Pfeiffer"), wie auch H. Rheinboldt 
und Mariette Kircheisen?) haben durch Aufnahme 
der Schmelzkurve gezeigt, daB nur eine chemische Ver- 
bindung 1:1 existiert; sie lieB sich aus wiaBriger Losung 
in gut krystallisierter Form isolieren. Veramon selbst mub 
also im wesentlichen ein Gemisch der Verbindung 1:1 mit 
iiberschiissigem Pyramidon sein (vgl. auch weiter oben). Nun 
ist vor kurzem eime Arbeit von W. P. H. van den Driessen 
Mareeuw’) erschienen, in der nachzuweisen versucht wird, 
daB dennoch das Veramon eine einheitliche chemische Ver- 
bindung mit dem Molekularverhiltnis 2:1 ist. Sie stiitzen 
sich dabei auf photographische Aufnahmen von Fallungen 
wibriger Lésungen von Veramon und Gemischen von Veramon 
mit Veronal und Pyramidon, mit Quecksilberchlorid und 
Ammoniumsuliat. Mit Fri. Angern hat der eine von uns 
(P. Pfeiffer) die besonders charakteristisch und einheitlich 
aussehende Fiallung der Veramonlésung mit Ammonsulfat 
nachgepriift; dabei wurde konstatiert, daB sie aus der fast 
reinen Molekiilverbindung 1:1 (und nicht etwa 2:1) besteht; 
dafiir spricht das Aussehen der Fallung, ihr Schmelzpunkt, 
wie auch das analytische Resultat. 


Versuchsteil. 
1. Veronal + Antipyrin. 


Die Gemische von Veronal und Antipyrin wurden zu- 
nichst sorgfiltig durchgeschmolzen und dann unter Reiben 
erkalten gelassen. Nach 24 stiindigem Stehen im Exsiccator 
waren die zuniichst plastischen Massen erhiirtet, so daB sie 
pulverisiert werden konnten. 

') Diese Zs. Bd. 146, S. 98 (1925). 

*) Arch. d. Pharm. H. 7, 8. 1 (1925). 

*) Pharmazeutisch Weekblad Bd. 30, 8. 753 (1927). 











i) | 


Molekiilverbindungen der Veronalreihe. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurve 1), 
Gewichtsprozente Veronal: 

0 10 20 23 25 26 28 30 35 88 40 45 50 60 70 80 100 
Auftaupunkte: 

110 78 78 78 %78 %78 78 78 78 78 78 78 87 87 87 87 184 
Schmelzpunkte: 

112 105 97,5 93 89 86 86 87 90 92 103 122 134 156 169 177 187 

Nach diesen Daten (Kurve 1) geben Antipyrin und Veronal 

eine unter Zersetzung schmelzende Verbindung im Molekular- 

verhiltnis 1:1 miteinander (vgl. hierzu auch P. Pfeiffer und 

O. Angern),') 


2. n-Methylveronal -+- Antipyrin. 

Darstellung des n-Methylveronals durch Kondensation von 
Diithylmalonsiureester mit Methylharnstofi. Nach E. Fischer’) 
aus Wasser umkrystallisiert: Gut ausgebildete, nadelférmige 
Krystalle vom Schmelzp. 154°. 


Daten zur Auftauschmelzkurve. 
Gewichtsprozente Methylveronal: 
Q 20 30 33 38 40 50 60 70 80 100 


Auftaupunkte: 


CL 
1 
ios 
-~l 
Of 
— 
© 
— 


87 87 8 


+ 


— 
— 
© 
CO 
-1 
1o 

el 
Oo 

-1 


Schmelzpunkte: 
112 101 93 895 95 101 117 +4180 188 145 154 

Die nach diesen Zahlen gezeichnete Kurve zeigt weder 
einen Knick (auf einem der beiden Aste), noch ein Tempe- 
raturmaximum. Alle Versuche, durch Krystallisation aus ge- 
eigneten Lésungsmitteln eine Verbindung zu erhalten, verliefen 
negativ. 

3. n-Methylveronal -- Pyramidon. 
Daten zur Aufiauschmelzkurve. 


Gewichtsprozente n-Methylveronat: 


0 12 20 30 40 50 60 70 SO 100 


') Diese Zs. Bd. 154, S. 280 (1926). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 335, 8. 348 (1904). 
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Auftaupunkte: 
106 89 89 89 89 89 89 89 89 151 


Schmelzpunkte: 
107 102 97 98 114 126 185 141 = 147 154 
Da die nach diesen Daten gezeichnete Kurve weder ein 
Maximum noch auf einem der beiden Aste einen Knick be- 
sitzt, so geben die beiden Komponenten keine Verbindung 
miteinander. 


4, n-Methylveronal -- Sarkosinanhydrid. 
Daten zur Auftauschmelzkurve. 


Gewichtsprozente n-Methylveronal: 
0 20 30 40 50 53 57 60 70 80 100 
Auftaupunkte: 
146 105 105 105 105 105 105 105 105 105 ~~ 151 
Schmelzpunkte: 
147 136 129 #122 112 #+108 «2110 =6115 6125185 154 
Wie die nach diesen Daten gezeichnete Kurve beweist, 
existiert keine Verbindung zwischen den Komponenten. 


5. n-Phenylveronal -|- Antipyrin. 

Der zur Synthese des n-Phenylveronals  erforderliche 
Phenylharnstoff wurde nach einer Vorschrift im_,,Vanino“, 
S. 6431), aus salzsaurem Anilin und kiuflichem Kaliumcyanat 
dargestellt; die Kondensation von n-Phenylharnstoff mit Diithyl- 
malonsiiureester erfolgte nach dem Verfahren von K. Fischer.”) 
Aus Alkohol umkrystallisiert: kleine, gliinzende Blattchen vom 
Schmelzp. 177°; E. Fischer gibt als Schmelzp. 197°, M. Con- 
rad‘) aber 175° an. 


Daten zur Auftauschmelzkurve. 
Gewichisprozente Phenylveronal: 
0 10 20 30 40 45 50 60 80 100 


Auftaupunkte: 
110 83 83 83 83 83 83 83 83 174 


) Vgl. auch W. Weith, Chem. Ber. Bd. 9, §. 820 (1876). 
*) E. Fischer, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 335, 8. 349 (1904). 
*) M. Conrad, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 340, 5. 334 (1905). 


— ; 
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-1 


Schmelzpunkte: 
112 108 102 95 85 94 107 128 158 177 
Der Verlauf der Auftaulinie und die Form der Schmelz- 
kurve zeigen, daB keine Verbindung zwischen den Komponenten 
| existiert. 





6. n-Phenylveronal + Pyramidon. 
Daten zur Auftauschmelzkurve. 
Gewichtsprozente n-Phenylveronal: 
0 10 20 30 40) 50 60 70 sO =: 100 


Auftaupunkte: 
106 89 89 89 89 89 89 $9 89 «147 


Schmelzpunkte: 
107 =102 97 94 118 183 147 157 165 = = =177 


Nach diesen Daten existiert keine Verbindung zwischen 
n-Phenylveronal und Pyramidon. 


7. n-Phenylveronal + Sarkosinanhydrid. 
Daten zur Auftauschmelzkurve. 
Gewichtsprozente n-Phenylveronal: 
0 20 30 40 50 60 65 TO 80 90 100 
Auftaupunkte: 
146 104 104 104 104 104 104 104 104 104 174 


Schmelzpunkte: 
147 139 134 127 119 110 125 134 151 165 177 


Die nach diesen Daten gezeichnete Schmelzkurve ist 
typisch fiir reine Konglomeratsysteme; eine Verbindung exi- 
stiert also nicht. | 

8. Luminal + Antipyrin. 

Luminal wurde uns von der I. G. Farbenindustrie A.G., 
Werk Elberfeld, in freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt. 
Kinmal aus Alkohol umkrystallisiert: leichte, gliinzende, in 
Wasser schwer lisliche Blittchen vom Schmelzp. 175°. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurve 2). 
Da die Schmelzen dieses Systems in der Nihe des eutek- 
tischen Punktes auBerordentlich zihfliissig sind, so erleidet 


i 
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das véllige Durchschmelzen der noch ungelésten Teilchen starke 
Verzigerungen. Um in diesem Gebiet keine zu hohen Schmelz- 
punkte zu erhalten, miissen daher die Gemische besonders 
fein gepulvert werden. Vor allem aber muB das Bad sehr 
langsam erwairmt werden; innerhalb von 15 Minuten darf die 
Temperatursteigerung héchstens 1° betragen. 


Gewichtsprozente Luminal: 

0 10 20 30 385 40 45 47 50 55 60 70 £80 100 
Auftaupunkte: 

110 66 66 66 66 66 66 66 = 66 
Schmelzpunkte: 

112 106 98 87 76 80 86 87 94 114 128 145 157 175 
Wie das nach diesen Daten gezeichnete Auftauschmelz- 
diagramm zeigt, existiert eine unbestindige Molekiilverbindung 
von Antipyrin und Luminal im Molekularverhiltnis 1:1. Alle 
Versuche, diese Verbindung durch Krystallisation aus Lésungen 
in reiner Form zu isolieren, schlugen fehl. Entweder wurde 
bei den Krystallisationen reines Luminal (z. B. aus Alkohol} 

oder aber reines Antipyrin aus (Essigester) erhalten. 


9. Luminal + Pyramidon.') 
a) Darstellung der Verbindung 1:1. 

Man schmilzt 0,5 g Luminal und 0.5 g Pyramidon vyor- 
sichtig zusammen, lést die erkaltete Schmelze in 4 ecm Alkohol 
und iiberlaBt die Lésung in einem geschlossenen Kélbchen der 
ruhigen Krystallisation. Fast quantitative Ausscheidung der 
Molekiilverbindung in kleinev, prismatischen, schwach gelblich 
cefiirbten Nadeln, die, mit wenig Ather gewaschen, bei 132° 
schmelzen. 

0,1406 g Substanz gaben 18,8 eem N (22°, 748 mm). 

Cy,HeeV, Nz Ber. 15,12°/, N Get, 15,23°/, N. 

Die gleiche Verbindung entsteht bei Anwendung von 0,25 ¢ 

Luminal und 0,5 g¢ Pyramidon. Schmelzpunkt der einheit- 


lichen, prismatischen Nadeln 182°. Nimmt man zur Darstellung 


') Siehe hierzu etwa A.P. 1478463, Chem. Zbl. 1925, I. S. 903: 
auBerdem A.P, 1494127 (Hoffmann-La Roche). 
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der Verbindung 0,25 g Luminal und 0,75 g Pyramidon, so bilden 
sich diesmal ganz farblose, prismatische Nadeln vom Schmelz- 
punkt 132°. Bei diesem dritten Versuch wurden die Kom- 
ponenten vor der Krystallisation nicht zusammengeschmolzen. 
0,1658 g der dritten Substanzprobe gaben 22,0 cem N (23°, 754 mm). 

Gef. 15,18°, N. 


b) Bestimmung der Auftauschmelzkurve ‘Kurve 3). 
Gewichtsprozente Luminal: 
0 29 10 15 20 30 40 50 55 60 70 80 30 100 
Auftaupunkte: 
106 96 96 96 96 96 96 96 1238 123 123 123 123 172 
Schmelzpunkte: 
107 105 101 100 111 124 130 132 181 140 153 161 168 175 
Die Schmelzkurve zeigt ein deutliches Temperaturmaximum 
bei 50 Gewichtsprozenten Luminal; die Verbindung 1:1 ent- 
halt 50,1°/, Luminal; iiber 130° sind die Schmelzen tief griin- 
stichig gelb gefiirbt. In der Patentliteratur werden solche 
larbungen oft als ein Beweis dafiir angesehen, daf Additions- 
verbindungen vorliegen. Unsere Verbindung ist aber in ganz 
reinem Zustande farblos (vgl. weiter oben); die Farbung wird 
wohl durch die oxydative Wirkung des Luftsauerstoffes bedingt, 
da sie von der Oberfliiche ausgeht. Eine Verfarbung wird 
auch dann bei Systemen mit Pyramidon beobachtet, wenn 
keine Molekiilverbindung existiert. 


10. Luminal -- Sarkosinanhydrid. 
a) Darstellung der Verbindung 2:1. 

Man schmilzt vorsichtig 0,05 g Sarkosinanhydrid und 0.15 g 
Luminal zusammen, lést die erstarrte Schmelze in 1 cem 
heiBem Alkohol und lift die Lésung in einem geschlossenen 
Kélbchen ruhig stehen. Erst nach einigen Stunden setzt die 
krystallisation ein. Farblose, gut ausgebildete, hexagonale 
Krystalle, die bei 122° zu schmelzen beginnen und bei 127° 
klar durchgeschmolzen sind (vgl. auch die Schmelzpunktskurve\. 
Trocknen der Krystalle im Vakuum neben -4-Kohle. 

0.1360 g Substanz gaben 16,8 cem N (20°, 749 mm). 

C,.H;,0,N, Ber. 13,86 °, N Gef. 14,18°), N. 
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Bei einem UberschuB an Sarkosinanhydrid ist die Aus- | 
beute an der gesuchten Molekiilverbindung besser. Darstellung | 
der Verbindung aus 0,1 g Sarkosinanhydrid, 0,1 g Lumina! | 
und 1,5 ccm Alkohol. Schmelzpunkt und Krystallform wie 
oben. Keine Depression einer Mischung beider Substanzproben 

0,1255 g Substanz gaben 15,0 ccm N (18°, 758 mm). 

Gef. 15,98 °/, N. 


b) Bestimmung der Auftauschmelzkurve (Kurve 4). 
Gewichtsprozente Luminal: 
0 10 20 380 40 50 60 70 76,4 80 85 90 100 
Auftaupunkte: 
145 118 118 118 119 118 118 118 122 122 122 122 172 
Schmelzpunkte: 
146 142 137 128 121 124 126 127 128 182 146 157 173 
Die nach diesen Daten gezeichnete Schmelzpunktslinie 
weist einen scharfen Knick auf, der unmittelbar neben dem 
theoretischen Maximum fiir eine Verbindung 2:1 liegt. 


11. Barbitursaure + Antipyrin. 

Die Barbitursiiure wurde nach einer Vorschrift von 
Gabriel?) durch Kondensation von Malonsiureester mit Harn- 
stoff unter Zusatz von Natriumalkoholat erhalten. Sie bilde: 
ein Dihydrat, welches im Vakuumexsiccator neben Phosphor- 
pentoxyd seinen Wassergehalt verliert. Die wasserfreie Saure 
zeigt beim schnellen Erwiirmen einen Zersetzungspunkt von 246". 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurve 5). 
Gewichtsprozente Barbitursiture: 
0 10 20 30 388 40 45 50 60 70 80 90 100 
Auftaupunkte: 
110 104 104 104 120 150 160 160 160 160 160 160 242 


Schmelzpunkte: 
112 186 156 168 173 1714 —- — — — —- = 246 
Der Verlauf des unteren Teiles der Schmelzkurve (der 
obere Teil konnte wegen der leichten Zersetzlichkeit der 
Barbitursiiure nicht aufgenommen werden) weist einen scharien 


') Chem. Ber. Bd. 37, 8. 3657 (1904). 
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Knick auf, zeigt also die Existenz einer unter Zersetzung 
schmelzenden Verbindung an, die nach der Form der Auftau- 
kurve die Zusammensetzung 1:1 hat. — Alle Versuche, diese 
Verbindung aus Wasser, Alkohol + Wasser oder Eisessig in 
reiner, krystallisierter Form zu erhalten, schlugen fehl. Ent- 
weder schied sich aus der Lésung der Gemische die wasser- 
haltige Barbitursiure aus ‘aus Wasser und aus Wasser + 
Alkohol) oder aber die wasserfreie Siure (aus Eisessig). 


12. Barbitursaure + Sarkosinanhydrid. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurve 6). 
Gewichtsprozente Barbitursiure: 

0 5 10 15 20 30 40 50 60 65 70 80 90 100 
Auftaupunkte: 

145 182 182 132 132 132 182 132 132 201 201 201 201 242 
Schmelzpunkte: 

146 143 139 187 151 175 190 200 204 — — — — 246 

Der untere Teil der Schmelzpunktskurve (der obere Tei! 

lieB sich wiederum nicht aufnehmen) zeigt einen scharfen Knick, 

der im Verein mit der Form der Auftaulinie die Existenz einer 

Molekiilverbindung 1:1 beweist. Die Versuche, diese Ver- 

bindung aus Wasser, wiBrigem Alkohol oder aus Eisessig in 

krystallisierter Form zu erhalten, verliefen negativ. 


13. n-Methylbarbitursaure + Antipyrin. 
Darstellung der n-Methylbarbitursiiture aus Malonsiure und 
n-Methylharnstotf unter Zusatz von = iureanhydrid nach 
der Vorschrift von H. Biltz.’) Farblose Blittchen vom Schmelz- 
punkt 132°. 


Daten fiir die Auftauschmelzkurve. 
Gewichtsprozente Methylbarbitursiure: 
0 10 20 25 30 40 oO 8660) SO s«100 
Auftaupunkte: 
110 7 7 7 7 TT 7 7 £7 = 180 
Schmelzpunkte: 


112 105 91 73 86 95 103 Ll 124 1382 


') Chem. Ber. Bd. 54, 8. 1037 (1921. 
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Diese Daten ergeben eine Schmelzkurve ohne Temperatur- 
maximum und ohne Knick; es existiert also keine Verbindung 
zwischen n-Methylbarbitursiure und Antipyrin. 


14, n-Methylbarbitursaure -+- Pyramidon. 


Daten zur Auftauschmelzkurve. 
0 10 18 20 380 40 50 60 70 £80 100 
Auftaupunkte: 
106 88 88 88 88 88 88 88 88 88 1380 
Schmelzpunkte: 
107 100 93 96 1038 109 115 119 123 126 1382 


Die Schmelzkurve besitzt weder Knick noch Maximum: 
eine Verbindung der Komponenten existiert also nicht. 


15. Zur Natur des Veramons. 


Zur Entscheidung der Frage nach der Natur des Fallungs- 
produktes einer Veramonlisung mit Ammoniumsulfat wurde 
folgender Versuch angesetzt: 

4¢ kiiufliches Veramon wurden unter vorsichtigem Er- 
wiirmen in 200 ccm Wasser gelést. Dann wurden zur gelb- 
lich gefiirbten, klaren, erkalteten Liésung 40 g sehr fein pulve- 
risiertes Ammoniumsulfat gegeben. Beim Durchschiitteln schied 
sich ein flockiger, voluminéser, weiBer Niederschlag aus, der 
aus feinen Niidelchen bestand. Die Krystalle wurden schart 
abgesaugt, zwischen Filtrierpapier und dann zwischen 2 Ton- 
platten abgepreBt und einen Tag lang im Vakuumexsiccator 
iiber Chlorealcium getrocknet. Dem Aussehen nach waren sie 
vollig identisch mit den Nadeln der Molekiilverbindung 1:1; 
ihr Auftaupunkt lag bei 109°: zwischen 137—141° wurde die 
Schmelze klar. Die Analyse ergab folgendes Resultat: 

1,1774 g getrocknetes Produkt wurden in einem Kélbchen 
mit 20 eem absolutem Benzol iibergossen. Nach hiufigem 
Umschiitteln hinterblieb ein pulveriger Riickstand, der nach 
5) Stunden filtriert und mit 10 ccm absolutem Benzol in mehreren 
Portionenausgewaschen wurde. Der Riickstand(Veronal+Ammon- 
sulfat) betrug 0,4693 g. Beriicksichtigt man nun, da’ in dem 
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mit Ammonsulfat ausgefiilten, getrockneten Produkt, also auch 
im Benzolriickstand 0,0185 g Ammonsulfat enthalten waren, so 
berechnet sich der Veronalgehalt der ammonsulfatfreien Aus- 
fillung zu 38,90°/,. Seinerzeit wurden fir die reine Molekiil- 
verbindung 1:1 auf diese Weise 39,26°/, Veronal gefunden. 

Danach liegt also die Molekiilyerbindung 1:1 in ver- 
hiltnismaBig reiner Form vor. 


Kurventafeln. 


Es sind hier nur diejenigen Kurven aufgenommen worden, 
die auf die Existenz einer Verbindung hinweisen. Die auf 
der Abszissenachse angegebenen Prozentzahlen sind Gewichts- 
prozente; sie beziehen sich auf die dem Antipyrin bzw. dem 
Pyramidon bzw. dem Sarkosinanhydrid beigemischten Ver- 
bindungen. 
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Kurve 2. 
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Kurve 3. 
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Kurve 5, Antipyrin + Barbitursiéure. 
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Uber die Wirkung verschiedener Aminosduren 
auf Hefepeptidase. 
Von 
A. Fodor und Reinhold Cohn. 


Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebrdischen Universitat 
Jerusalem.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2s. Februar 1923, 


Die Erfahrungen, die der eine von uns (F.) in einer Reihe 
von friiheren Arbeiten tiber das Verhalten der Hefepeptidase 
gesammelt hatte, haben zu folgenden Vorstellungen iiber ihre 
Wirkungsweise gefiihrt: 

Das Fermentsystem wirkt durch eine zymoaktive Gruppe, 
der der Name ,zymohaptische Substanz* beigelegt wurde. 
Dabei wird die Frage, in welcher Weise diese Gruppe letzten 
Endes wirkt, ob durch Bildung stéchiometrischer Verbindungen 
oder von Molekiilverbindungen mit dem Substrat oder in giinz- 
lich verschiedener Art, durchaus offen gelassen. Dagegen wird 
postuliert, da die zymohaptische Substanz fir sich allein 
nicht existenzfihig ist. lm primiiren Zustand findet sie sich 
an Zellbestandteile gekettet, vor allem wohl an genuine Proteine. 
Die Gewinnungsweise der Hefepeptidase, die aut einer kurz 
andauernden Autolyse beruht, bringt es mit sich, daB die zymo- 
haptische Substanz teilweise von ihren urspriinglichen Trigern 
abgelést und von anderen Stoffen, wahrscheinlich Eiweib- 
abbauprodukten, tibernommen wird. In dieser Form bildet sie 
ein Systgm, dem von Fodor und Epstein!) der Name .,zymo- 
labile Form“ beigelegt wurde. Der Unterschied zwischen 
diesen beiden Formen 1i8t sich insbesondere durch ihr diffe- 


") Diese Zs. Bd. 167, S. 1 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrifi f, physiol, Chemie. CLXAXVI. - 
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rentes Verhalten gegeniiber der Adsorption an Kaolin sowie 
der Elution aus diesem Adsorbat deutlich erkennen.!) Wird 
niimlich ein Mazerat adsorptiv behandelt, so liBt sich die ge- 
samte Aktivitit zusammen mit Proteinen auf Kaolin bringen. 
Wenn das Adsorbat nun mit Glykokollésungen eluiert wird, 
so bleibt stets einige Aktivitit am Kaolin zuriick; andererseits 
steigt die Summe der Aktivititen im Eluat und im Kaolin 
iiber den Betrag hinaus, der aus dem urspriinglichen Mazerat 
herausgeholt wurde.”) Das Eluat ist eiweiBfrei; wird aus ihm 
das aktive Prinzip abermals an Kaolin adsorbiert, so ist es 
aus dem neuen Adsorbat nicht mehr eluierbar. Diese ganze 
Kette von Erscheinungen liBt sich am zwanglosesten in der 
bisher geiibten Weise ausdeuten: Von dem System Eiweif- 
zymohaptische Substanz wird an Kaolin direkt nur das Eiweif 
absorbiert, wihrend zwischen diesem und der Fermentgruppe 
die bisherige Bindung bestehen bleibt. Diese Bindung wird 
durch das eluierende Glykokoll aufgelést und iibernommen. 
Der Versuch, diese neue Bindung unter Erhaltung der Ferment- 
wirkung aufzulésen, gelingt nur durch abermalige Ubertragung 
auf einen anderen Traiger, z. B. durch eine zweite Adsorption 
an Kaolin, nicht aber in der Art, daB man das Glykokoll 
etwa durch Dialyse abzutrennen sucht, denn hierbei geht die 
Aktivitiit irreversibel verloren.*) Bei der zweiten Adsorption 
ist aber die zymohaptische Substanz nunmehr direkt an das 
Kaolin gekettet. Entsprechend diesem Vorgang wird an- 
genommen, daf derjenige Teil der Fermentgruppe, der bei der 
Autolyse bereits an EiweiBabbauprodukte gegangen war, schon 
bei der ersten Adsorption direkt an das Kaolin gebunden und 
dann von der Glykokollelution nicht mehr erfaBt wurde. 
Fiigt man diesen Erscheinungen nun noch die friiher ‘) 
beobachtete Tatsache an, daB einer Steigerung der Substrat- 


') A. Fodor, A. Bernfeld u. R.Schoenfeld, Kolloid.-Zs. Bd. 37, 
S. 32 u. 159 (1925). ° 

*» A. Fodor u. R. Schoenfeld, Diese Zs. Bd. 160, S. 169 (1926). 

5) A, Fodor u. R. Schoenfeld, a.a. O. 

‘) Vel. z. B. E. Abderhalden u. A. Fodor, Fermentforschung 
Bd. 1, 8. 533 (1916). 
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menge auch eine gréBere Aktivitit der Hefepeptidase ent- 
spricht, so rundet sich das Bild zu der Anschauung, daB alle 
Dislokationen!) der fermentaktiven Gruppe Vorginge der Ad- 
sorption und Elution darstellen, auch und vor allem die rium- 
liche Annaherung von zymohaptischer Substanz und Substrat. 
Es soll hier nochmals betont werden, daf& diese Annahme der 
Ubernahme der zymohaptischen Substanz seitens des Substrates 
nichts tiber den eigentlichen Chemismus der Fermentreaktion aus- 
sagt.) Dadurch erscheint auch die Hypothese verstiindlich, daB 
Verschiedenheiten der Reaktionsgeschwindigkeit nicht durch ver- 
schiedene Mengen fermentaktiver Gruppen bedingt sein miissen, 
sondern auf verschiedenen Dislokationsgeschwindigkeiten be- 
ruhen kénnen. So erklirte der eine von uns mit R. Schoen- 
feld (a. a. O.) die bereits angefiihrte Tatsache des Aktivitiits- 
zuwachses bei der Elution der Hefepeptidase mittels Glykokoll 
aus dem Kaolinadsorbat eben dadurch, daB® die Ubernahme 
der zymohaptischen Substanz seitens des Substrates aus dem 
,zymolabilen* System ihrer Verkettung an Glykokoll leichter 
von statten geht als aus dem stabileren System Kaolin—zymo- 
haptische Substanz oder dem ,,zymostabilen“ genuinen System, 
wie es zum gréBten Teil noch im Mazerationssaft vorliest. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, friihere Beob- 
achtungen”) der Art, daB Zugabe von Aminosiuren zu Maze- 
rationssiften genau wie die bereits erwaihnte Steigerung der 
Substratmenge an der Labilisierung des Fermentsystems mit- 
wirkt und demgemif die Reaktion beschleunigt, zu erhirten 
und auszubauen. Die Versuche wurden vorgenommen mit 
Glykokoll, d-Alanin, d,l-Leucin, d-Leucin, ]-Leucin, 1-Tyrosin, L 
1-Cystin, d-Arginin, 1-Histidin, d-Lysin und d-Glutaminsiure, 
von denen Glykokoll und die 3 Formen des Leucin synthe- 
tisch gewonnen, die iibrigen Aminosiuren natiirlicher Provenienz 
waren. Die Tabellen des experimentellen Teils haben dar- 
zutun, daB alle diese Aminosiiuren, mit Ausnahme des Tyrosins, 
die, soweit méglich, in iiquimolekularen Konzentrationen an- 





') Diese Bezeichnung wurde schon friiher auch an Stelle des Aus- 
drucks ,,Elution“ verwandt. 


*) A. Fodor u. R. Schoenfeld, Diese Zs. Bd. 170, S. 231 (1927). 
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gewandt wurden, aktivierenden EinfluB von etwa_ gleicher 
GréBenordnung ausiibten. Diese Tatsache zeigt, auBer ihrer 
theoretischen Bedeutung im Sinne der voraufgehenden Dar- 
legungen, daS angesichts der durchaus verschiedenartigen 
Molekiiltypen der untersuchten Koérper nicht eine Kinzelgruppe, 
wie die Amino- oder die Carboxylgruppe (die ja in ver- 
schiedener Anzahl vorhanden sind), fiir die Aktivierung ver- 
antwortlich gemacht werden kann, sondern da mindestens 
eine ganze Konstellation, etwa —CH(NH,)-COOH, am Werke 
ist. Diese Erscheinung soll indessen hier nur als Tatsache 
ohne weitere Ableitung festgehalten werden. 

Bestiitigt wurde das Phinomen, daB die Peptidaseaktivitiit 
eines Hefemazerates beim Altern, das heiBt beim Stehenlassen 
des Saftes unter sterilen Bedingungen, steigt (natiirlich nur 
bis zu einem Maximum). Diese Erscheinung steht im Ein- 
klang mit der oben entwickelten Gesamtanschauung, Denn 
beim Altern des Saftes schreitet sein autolytischer Zerfall, ge- 
messen an seinem Kigengehalt an freien Aminogruppen, weiter 
fort; dementsprechend geht ein gréferer Teil des Ferment- 
systems in die zymolabile Form iiber. In sehr befriedigender 
Harmonie damit befindet sich dann auch die Tatsache, dab 
die relative Stimulation durch Leucin beim Altern abnimmt 
(vgl. Tab. 4 und 5), da ja die bereits vorliegende zymolabile 
Form kaum oder gar nicht mehr weiter labilisiert werden 
kann, also nur noch der immer kleiner werdende zymostabile 
Anteil der Aktivierung unterliegt. 

Bemerkenswert erscheint uns der Befund, daB beim Leucin 
(dem einzigen daraufhin untersuchten Fall) beide optischen 
Antipoden aktivierend eingreifen, sogar mit einer gewissen 
RegelmiBbigkeit das natiirlich nicht vorkommende d-Leucin 
stiirker sowohl als l-Leucin, wie auch als der Racemkérper 
(wir haben jeweils nur einen Versuch mitgeteilt, der aus einer 
gréBeren Anzahl ausgewihlt wurde). 1-Leucin erwies sich im 
allgemeinen in seiner aktivierenden Wirkung als dem race- 
mischen Gemisch gleichwertig. Dieser Punkt verdient besonders 
deshalb hervorgehoben zu werden, weil bekanntlich die Hefe- 
peptidase aus Dipeptiden, in denen die eine Komponente als 
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Racemk6rper vorliegt, unter strenger Elektion nur auf den- 
jenigen Anteil spaltend wirkt, der aus den natiirlich vor- 
kommenden Komponenten aufgebaut ist. Wir finden hier eine 
weitere Stiitze fiir die Anschauung, daB der Vorgang der 
Elution der fermentaktiven Gruppe, an dem alle hier be- 
trachteten Substanzen foérdernd beteiligt sind, ohne daB ihre 
Konstitution ins Gewicht fillt, nichts anderes darstellt als 
eine Dislokation eben dieser Gruppe. Diese Substanzen iiber- 
nehmen in einer Weise, die nicht als spezifisch, héchstens als 
gruppenspezifisch bezeichnet werden kann, einfach die Rolle 
als Trager der zymohaptischen Substanz. Deren eigentliche 
Wirkung ist ein konstitutionschemisch umschriebener ProzeB. 
Die Kinetik dieses Prozesses kann aber nicht als lediglich 
durch Affinitiitsverhiltnisse bestimmt gedacht werden (weshalb 
die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes mindestens sehr 
problematisch erscheint), sondern wird in entscheidender Weise 
durch den gegebenen Labilitiitsgrad gestattet. 

Es sei noch bemerkt, da8 wir in bezug auf die Wirkung 
des Cystins andere Ergebnisse erreichten als Fodor und 
Schoenfeld'), denn es konnte auch fiir diese Aminosiure 
diesmal eine deutliche Aktivierung konstatiert werden, waihrend 
sie friiher sogar eher hemmend wirkte. Die Erklirung fir dies 
ungleichma&Bige Verhalten lassen wir offen. Fiir die ganz 
leicht depressive Wirkung des Tyrosins konnten wir dagegen 
die in der gleichen Arbeit gewonnenen Ergebnisse bestitigen. 

Friulein cand. chem. Sonja Kuk hat bei der Bearbeitung 
des experimentellen Teils in dankenswerter Weise mitgeholfen. 


Experimentelle Unterlagen. 
1. Der Hefesaft. 


Zur Gewinnung des Hefesaftes wurde Trockenoberhefe*) mit Wasser 
in der 3fachen Menge ihres Gewichtes in einer Reibschale innig ver- 


‘) Diese Zs. Bd. 160, 8S. 187 (1926). 

*) Die Hefe stammte aus der Prefhefe-Fabrik der Gebr. May in 
Olmiitz-Hatschein und lagerte bei uns etwa 1 Jahr. Wir nehmen auch 
an dieser Stelle Gelegenheit, der Firma Gebr. May fiir ihre freundliche 
Uberlassung bestens zu danken. 
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rieben. Das Wasser soll eine Temperatur von 38—40° C haben. Die 
Suspension wird 2'/, Stunden im Brutschrank bei 37° C aufbewahrt, 
dann noch einige Stunden bei Zimmertemperatur belassen, sodann iiber 
Nacht im Eisschrank filtriert. Bei allen Operationen befindet sich die 
Flissigkeit unter Toluol. Es resultiert nach der Filtration etwa soviel 
klarer Saft, wie Hefe angewandt wurde. Dieser konzentrierte Saft wird 
dann mit Wasser auf das 5fache Volum aufgefiillt. Sofern nicht be- 
sonders angemerkt, wurde zu allen Versuchen derart verdiinnter Saft 
verwandt. Angaben iiber das Alter des Saftes beziehen sich auf die 
Zeit vom Ansetzen der Hefe mit Wasser an. 


2. Die Aminosduren. 


Leucin war auf dem iiblichen Weg priparativ gewonnen worden. 
Es wurde nach Formylierung mittels Brucin optisch gespalten und 
wieder freigelegt. d-Leucin und 1-Leucin besaBen die richtige spezifische 
Drehung [a]p = + bzw. —10,34°. Glykokoll war ebenfalls synthetisches 
Produkt. Arginin, Lysin und Histidin wurden aus Casein durch Hydro- 
lyse gewonnen. Arginin kam mit freien Aminogruppen, Lysin und 
Histidin als Chlorhydrate zur Anwendung. Da im letzteren Falle durch 
die Neutralisierung bzw. die alkalische Pufferung Kochsalz entstand, so 
wurde zu den Vergleichsansiitzen die entsprechende Menge Natrium- 
chlorid hinzugefiigt, nachdem eine Aktivierung des Hefesaftes durch 
Kochsalz frither’) nachgewiesen wurde. Zur Gewinnung der Glutamin- 
siure wurde aus Weizenmehl, das zu 100°/, ausgemahlen war, Gliadin 
ausgezogen und aus diesem durch Hydrolyse die Glutaminsiiure dar- 
gestellt. T'yrosin und Alanin entstammten der Siiurehydrolyse von Roh- 
seide, Cystin war ein Priiparat aus Haaren. 


3. Das Substrat. 


Als Substrat des peptidspaltenden Fermentes wurde Seidenpepton 
der Hoéchster Farbwerke dargeboten. 


4. Das Miliéu. 


Alle Versuche waren mittels m/15-Phosphatlésungen nach Serensen 
auf py = 8 gepuffert. 


5. Die Versuchsanordnung. 


Die Versuchslésungen wurden im Wasserthermostaten bei 30° C 
gehalten. Die Spaltung wurde durch Titration der freien Aminosiiuren 
nach Serensen verfolgt. Die Zahlenangaben in den Tabellen beziehen 
sich auf den Mehrverbrauch an NaOH gegeniiber dem Wert der Zeit 0. 


') A. Fodor u. R. Schoenfeld, Diese Zs. Bd. 170, S. 231 (1927). 
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6. Einflu8 des Alters des Hefesaftes. 


Hefesaft 7,5 cem, Phosphat 2,5 eem, Pepton 5°/, 2,5 cem, Wasser 
4cem. An 3 Tagen hintereinander wurde ein gleicher Ansatz gemacht. 
Der Hefesaft veriinderte sich wiihrend dieser Zeit iuBerlich nicht. Er 
war unter Toluol aufbewahrt worden. 


Tabelle 1. 


Zur Titration je 3,5 ccm. 





Zeit Verbrauch an cem n/25-NaOH Aktivierung in 
in °/, Vom 
Minuten | Nach 1 Tag Nach 2 Tagen Nach 3 Tagen] 1. zum 38. Tag 


60 0,80 1,05 1,20 








50,0 
120 1,45 1,85 2,25 55,2 
180 1,90 2,30 2,90 52,6 


7. Versuche mit Glykokoll. 
a) Mit eintigigem Saft. 
Nr. 1 konz. Hefesaft 5cem, Phosphat 10 cem, Pepton 3'/,°, 8 ecem, 
Glykokoll 2°/, 10 cem. 


2 konz. Hefesaft 5cem, Phosphat 10 ccm, Pepton 3'/,°/, 8 ecm, 
Wasser 10 ccm. 


Tabelle 2. 


Zur Titration je 5 cem. 











Zeit Verbrauch an cem n/25-NaOH Aktivitiits- 
in see _ | steigerung in 
Minuten Nr. 1 Nr. 2 A 
15 4,10 3,25 26,2 
140 5,20 4,65 11,8 
215 5,80 45 6.4 








b) Mit dreitigigem Saft. 
Nr. 1 Hefesaft 15 cem, Pepton 5°/, 5eecm, Phosphat 5 cem, 
| Glykokoll 0,6°/, 8 cem. 
| , 2 Hefesaft 15 cem, Pepton 5eem, Phosphat 5 ecm, 
Wasser 8 ccm. 


ee 
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Tabelle 3. 


Zur Titration je 7 cem. 

















Zeit Verbrauech an cem n/25-NaOH Aktivitiits- 
in , steigerung in 
Minuten Nr. 1 Nr. 2 "lo 
60 2,40 2,15 11,6 
120 3,90 3,85 1,3 
180 4,80 4,45 7,9 








8. Versuche mit Leucin. 


a) d,l-Leucin. 
EinfluB verschiedener Leucinkonzentrationen. 


Hefesaft 7,5 cem, Phosphat 2,5 cem, Pepton 5°/, 2,5 ecm, 
Wasser 4 ccm. 


Nr. 1 


Wasser 2 cem, 
Hefesaft 7,5 eem, 


Leucin 1°/, 4 cem. 


konz. Hefesaft 1,5 cem, 


Hefesaft 7,5 cem, Phosphat 2,5 cem, 
Leucin 1°/, 2 cem. 
Phosphat 2,5 eem, 


Pepton 2,5 cem, 


Pepton 5°), 2,5 ccm, 


Phosphat 2,5 cem, Pepton 5°/, 2,5 ccm, 
Wasser 2 ccm, Leucin 1°/, 8 ecm. 








Tabelle 4. 

Zeit Verbrauch an ecm n/25-NaOH Aktivierung 
in 7 - im *}, 
Minuten 1 | 2 : 3 4 von 1 zu 4 
a fn ! 2 — pa maaan Somacees2 LE RANSON ORES OO a serene ER aan 
60 120 | 1,80 1,35 1,60 33,3 
120 2,25 2,30 2,60 2,70 20,0 
180 2,90 3,10 3,25 3,55 22,4 








Nr. 5 bis Nr. 8 ebenso, jedoch mit eintiigigem Saft (dem gleichen, 
wie in Nr. 1—4). 


Tabelle 5. 


Zur Titration je 3,5 cem. 

















Zeit Verbrauch an ecm n/25-NaQOH Aktivierung 
in ——_____——- <i sina ihatacildigiasied m7), 
Minuten 5 | 6 | 7 8 von 5 zu 8 

- ~ ge rene at = canandouicaagionniccuasignienienastanadeda _ esas een ~— 
| 
60 0,80 1,05 115 | = 1,25 56,3 
120 1,45 1,80 1,85 | 2,20 51,7 
180 1,90 | 2,40 2.75 | 2,90 52,6 








Nr. 9 bis Nr. 12 ebenso, jedoch mit zweitigigem Saft (dem gleichen, 
wie in Nr. 1—8). 
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Tabelle 6. 


Zur Titration je 3,5 ecm. 











Zeit Verbrauch an eem n/25-NaOH 
in 
Minuten 9 | 10 | 11 | 12 
60 1,05 0,90 0,95 1,25 
120 1,85 1,75 1,85 2.20 
180 2,30 2,45 2,80 2,65 


b) Wirkung von d-Leucin und ]-Leucin im Vergleich 
mit d,l-Leucin. 


Nr. 1 Hefesaft 7,5 cem, Phosphat 2,5 cem, Pepton 5°), 2,5 cem, 

Wasser 4 ccm. 

Hefesaft 7,5 cem, Phosphat 2,5 cem, Pepton 2,5 ccm, 

d,l-Leucin 1°/, 4 cem. 

3 Hefesaft 7,5 cem, Phosphat 2,5 cem, Pepton 2,5 ccm, 
d-Leucin 1°/, 4 cem. 

4 Hefesatz 7,5 ccm, Phosphat 2,5 cem, Pepton 2,5 cem, 
l-Leuein 1°/, 4 ecm. 


bo 


Tabelle 7. 


Zur ‘Titration je 3,5 cem. 








Zeit Verbrauch an eem n/25-NaOQH 
in : 
Minuten 1 | 2 3 | 4 
60 120 | 1,85 1,60 | 41,50 
120 225 | 260 2.70 2,68 
180 290 3,25 3,40 3,20 


9. Versuch mit d-Alanin (im Vergleich mit d,l-Leucin). 


Nr. 1 Hefesaft 18 cem, Phosphat 6 eem, Pepton 5°), 6 cem, 
Wasser 9 ecem. 
2 Hefesaft 18 eem, Phosphat 6 eem, Pepton 5°/, 6 cem, 
Alanin 0,7°/, 9 cem. 
3 Hefesaft 18 eem, Phosphat 6 ecem, Pepton 5°/, 6 cem, 
d,l-Leucin 1°/, 9 cem. 
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Tabelle 8. 
Zur Titration je 7 ccm. 
Zeit Verbrauch an cem n/25-NaOH Aktivierung in °, 
in , | : 
Minuten 1 | 2 | 3 von 1 zu 2 von 1 zu 3 
60 1,85 2,15 2,55 16,2 37,9 
120 3,65 4,00 4,60 9,6 26,0 
180 4,65 5,20 5,80 11,8 24,8 


10. Versuche mit Diaminosauren (jeweils im Vergleich mit 
d,l-Leucin in fiquimolekularer Menge). 








a) d-Arginin. 




















Nr. 1 Hefesaft 18 cem, Phosphat 6 cem, Pepton 5°/, 6 ccm, 
Wasser 9 cem. 
2 Hefesaft 18 ccm, Phosphat 6 cem, Pepton 5°, 6 ccm, 
Arginin 1,6 °/, 9 ccm. 
3 Hefesaft 18 cem, Phosphat 6 cem, Pepton 5°, 6 cem, 
Leucin 1,2°/, 9 ccm. 
Tabelle 9. 
Zur Titration je 5 cem. 
Zeit Verbrauch an cem n/25-NaOH Aktivierung in °/, 
in si ela ie paleo aacsecsaicteie miata 
Minuten 1 | 2 | 3 von 1 zu 2, von 1 zu 3 
60 4,05 545 | 5,1 34,6 25, 
120 6,05 es) 7,35 11,6 21,5 
180 6,30 7,35 | 1,70 16,7 22,2 
b) d-Lysin. 
Nr. 1 Hefesaft 18 cem, Phosphat 6 ccm, Pepton 5°), 6 cem, 
Wasser 9cem, NaCl 0,07 g. 
2 Hefesaft 18 cem, Phosphat 6 cem, Pepton 5°/, 6 cem, 
Lysin-Chlorhydrat 1,25°/, 9 ccm. 
3 Hefesaft 18 cem, Phosphat 6 cem, Pepton 5°/, 6 ccm, 


Leucin 1°/, Teem, NaCl 0,07 g. 
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Tabelle 10. 


Zur Titration je 7 cem. 
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Zeit 
in 


Verbrauch an cem n/25-NaOH 








Minuten 





Nr. 1 Hefesaft 7,5 ecm, 
Wasser 5 cem, 
» 2 Hefesaft 7,5 cem, 





1 S Wes 
185 | 2,20 4,05 
8,65 | 4,25 5,00 
4,65 | 5,95 6,10 


c) 1-Histidin. 


NaCl 0,03 g. 


Histidinchlorhydrat 1,34°/, 5 ecm. 
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3 Hefesaft 7,5 ecm, 
Leucin 1°/, 5 eem, NaCl 0,03 g. 


Tabelle 11. 


Zur Titration je 3,5 ecm. 


Phosphat 2,5 ecm, 
Phosphat 2,5 cem, 


Phosphat 2,5 cem, 


. . . 0! 
Aktivierung in °/, 


von 1 zu 2 von 1 zu 8 


— 3,8 3,8 
1,0 4,2 
8,8 19,6 


Pepton 5°/, 2,5 cem, 
Pepton 5°, 2,5 ecm, 


Pepton 5°/, 2,5 ccm, 




















Zeit Verbrauch an ecem n/25-NaOH 
in _ 

Minuten 1 | 2 | 3 
60 2,80 2,65 | 3,10 
120 3,60 3,95 4,00 
180 4,15 4,55 4,60 








Aktivierung in °/, 


von 1 zu 2! von 1 zu 8 


—5,4 
9,7 11,1 
9,7 11,0 


11. Versuch mit d-Glutaminsaure (im Vergleich mit d,l-Leucin). 








Nr. 1 Hefesaft 15 cem, Phosphat 5cem, Pepton 5°/, 5 ecm, 
Wasser 8 ccm. 
» 2 Hefesaft 15 cem, Phosphat 5 cem, Pepton 5°/, 5 ccm, 
Glutaminsiiure 1,2°/, 8 ecm, 
» 3 Hefesaft 15 cem, Phosphat 5cem, Pepton 5°), 5 cem, 
Leucin 1°/, 8 ecm. 
Tabelle 12. 
Zur Titration je 7 eem. 
Zeit Verbrauch an cem n/25-NaOH Aktivierung in °/, 
in on a are 
| Nl 
Minuten 1 | 2 | 3 von 1 zu 2} von 1 zu 3 
60 3,35 8,95 4,15 18,0 24,0 
120 5,90 6,30 6,10 6,8 3,0 
180 6,80 7,30 7,20 7,3 5,9 
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12. Versuch mit 1-Cystin (im Vergleich mit d,]-Leucin). 
Nr. 1 Hefesaft 18 cem, Phosphat 6 ccm, Pepton 5°/, 6 ecm, 
Wasser 9 ccm. 
2 Hefesaft 18 cem, Phosphat 6 cem, Pepton 5°/, 6 cem, 
Cystin 0,25 °/, 9 cem. 
3 Hefesaft 18 ecem, Phosphat 6 cem, Pepton 5°/, 6 ccm, 
Leucin 1°/, 9 cem, 
Tabelle 13. 
Zur Titration je 7 ecm. 
Zeit Verbrauch an eem n/25-NaOH Aktivierung in °/, 
In = 
Minuten 1 | 2 3 von 1 zu 2 | von 1 zu 3 
60 1,85 1,75 2,55 —5,4 37,9 
120 3,65 4,05 4,60 11,3 26,0 
180 4,65 6,25 5,80 12,9 24,8 
13. Versuch mit 1-Tyrosin (im Vergleich mit d,l-Leucin). 
Nr. 1 Hefesaft 18 eem, Phosphat 6 cem, Pepton 5°/, 6 ccm, 
Wasser 9 ccm. 
2 Hefesaft 18 cem, Phosphat 6 cem, Pepton 5°), 6 cem, 
Tyrosin 0,2 °/, 9 cem. 
38 Hefesaft 18 cem, Phosphat 6 cem, Pepton 5°/, 6 cem, 
Leucin 1°/, 9 ccm. 
Tabelle 14. 
Zur Titration je 7 cem. 
Zeit Verbrauch an cem n/25-NaOH Aktivierung in °/, 
in = nee ee owe : 
Minuten 1 2 | 3 von 1 zu 2 von 1 zu 3 
60 1,85 1,95 2,20 5,4 37,9 
120 3,65 8,45 4,25 —5,5 26,0 
180 465 | 460 | 5,95 i 24,8 


























Uber das Dibenzoylarginin. 
Von 
K. Felix und K. Dirr. 


(Aus dem Laboratorium der II. med. Klinik der Univ. Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Mirz 1928.) 


Die EKigenschaften des Dibenzoylarginins sind insofern von 
Interesse, als dieser Korper als Modell fiir die Bindungs- 
méglichkeiten des Arginins im Eiwei® dienen kann. Ks ist 
nicht ausgeschlossen, daB es sich nicht nur mit seiner ¢c-Amino- 
und Carboxylgruppe, sondern auch mit der Guanidingruppe an 
der Verkniipfung der Aminosiuren beteiligt. Gewisse Befunde, 
die bei der Pepsin-Hydrolyse des Histons der Thymusdriise 
erhoben wurden, lieBen sich in dieser Weise deuten.**®) Der 
methylierbare Stickstoff nahm stiirker zu als die freien Amino- 
gruppen, ebenso war auch die Zunahme der gesamten basischen 
Gruppen gréfer. Beides kénnte dafiir sprechen, daB neben 
den Aminogruppen auch andere basische Gruppen freigelegt 
worden sind. 

Die Pepsinspaltung der Gelatine und des Oxyhimoglobins 
ergab dagegen eine gleich groBe Zunahme der freien Amino- 
und der gesamten basischen elektrometrisch titrierbaren Gruppen, 
also scheinbar keinen Anhalt fiir eine Beteiligung der Guani- 
dingruppen.®*) Die Bindungsverhiltnisse der Aminosiiuren 
kénnen aber in den einzelnen Proteinen verschieden sein. 
K. Waldschmidt- Leitz und G. Kiinstner'’) halten nach 
ihren Versuchen am Histon eine Guanidinbildung nicht fir 
wahrscheinlich. 

Um die Fihigkeit der Guanidingruppe mit Siiure- und 
Aminosiiureresten zu reagieren, kennen zu lernen, haben wir 
zuniichst einmal das einfachste Beispiel, das Dibenzoylarginin, 
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niiher untersucht. Seine Existenz beweist jedenfalls, daB ein 
Stickstoff der Guanidingruppe unter einfachen Bedingungen 
mit einem Siurerest in Reaktion gebracht werden kann. 

Das Dibenzoylarginin wurde zuerst von W. Gulewitsch®*) 
nach Schotten-Baumann dargestellt. Er vermutete, daB die 
zweite Benzoylgruppe an den Stickstoff des Guanidins trete, 
der mit dem Valeriansiiurerest verbunden ist, da das Praparat 
in seinem iiuferlichen Verhalten viel Ahnlichkeit mit der Orni- 
thursiiure hatte. 

Wir haben die Benzoylierung nach demselben Verfahren 
wiederholt, und um den Ort der zweiten Benzoylgruppe zu be- 
stimmen, das Reaktionsprodukt zuerst nitriert. Es werden 
zwei Nitrogruppen aufgenommen, aber nicht am Guanidin, son- 
dern am Ring der beiden Benzoylreste. Die Si&urehydrolyse 
lieferte neben m- Nitrobenzoesiiure das Arginin unverandert 
zuriick. Darnach muB die zweite Benzoylgruppe an dem Stick- 
stoff des Guanidins haften, mit dem auch die Salpetersiure 
beim Nitrieren reagiert. Nach A. Kossel und E. L. Kenna- 
way?) ist das Nitroarginin ein Derivat des unsymmetrischen 
Nitroguanidins von Thiele und trigt die Nitrogruppe wahr- 
scheinlich an der freien Aminogruppe des Guanidins. Diese 
Annahme konnte aber seinerzeit nicht streng bewiesen werden. 

Um sie zu erhiirten, haben wir das Dibenzoylarginin nach 
M. Bergmann und H. Koster!) mit Essigsiiureanhydrid er- 
wirmt. Ks wird dabei noch ein Acetylrest aufgenommen und 
bildet sich sehr wahrscheinlich das Dibenzoyl-acetyl-anhydro- 
arginin analog dem Triacetyl-anhydroarginin Bergmanns. 
Wir haben das Reaktionsprodukt, das sehr hygroskopisch war, 
nicht in krystallisiertem Zustand isoliert, sondern gleich mit 
warmem Wasser zerlegt, und konnten als Spaltstiicke Benzoyl- 
acetylharnstoff und #-Benzoylamino-«-piperidon isolieren. Das 
letztere wurde auBerdem noch durch Hydrolyse in Ornithin 
iibergefiihrt. Nach diesen Versuchen kommt dem Dibenzoyl- 
arginin folgende Konstitution zu. 

NH 
(,H,CO-HN.C-NH-CH,-CH,-CH-CH-COOH 
NH-OCC,H; . 
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Dieselbe Formel nehmen auch P. Brigl, R. Held und K. Har- 
tung’) auf Grund des Verhaltens des Dibenzoylarginins gegen- 
iiber Hypobromit an. 

Das freie d-Dibenzoylarginin krystallisiert in Nadeln oder 
Prismen, die meist zu Drusen angeordnet sind. Aus Alkohol 
scheidet es sich in der Regel in sechsseitigen Tafeln aus. Es 
zersetzt sich bei 235°. W.Gulewitsch gibt einen Zersetzungs- 
punkt von 218° an. Wahrscheinlich lag in dem Priparat, das er 
zur Prifung des Schmelzpunktes verwendete, das salzsaure 
Salz vor. Denn das Dibenzoylarginin hat trotz der benzoy- 
lierten Guanidingruppe noch die Fiahigkeit, ein Chlorhydrat 
zu bilden. Dieses krystallisiert in sehr feinen Nadeln und zer- 
setzt sich bei 218° Es ist wie die Ornithursiure leicht léslich 
in Alkohol, wihrend das freie Dibenzoylarginin in Alkohol 
schwer léslich ist. Das Chlorhydrat geht sehr leicht mit Alkohol 
und Salzsiure in den Ester ititber. Die Reaktionsfahigkeit der 
Carboxylgruppe scheint, verglichen mit der des freien Arginins, 
wesentlich héher zu sein. 

Das d,l-Dibenzoylarginin laBt sich auf die gleiche Weise 
aus d,l-Arginin darstellen, aber mit besserer Ausbeute durch 
Schmelzen der d-Dibenzoylverbindung. Es krystallisiert in 
Prismen mit einem Mol Krystallwasser, schmilzt bei 176° im 
Krystallwasser und zersetzt sich bei 230°. Ks bildet ebenfalls 
ein Chlorhydrat und einen Kster. 

Von besonderem Interesse ist das Siurebindungsvermégen 
des Dibenzoylarginins. ‘Titriert man eine alkoholische Lésung 
mit 0,2 n-Salzsiure gegen Thymolblau bis zu einem p,, von 1,4, 
so werden nicht nur ein Siureiiquivalent gebunden, sondern zwei. 
Das salzsaure Dibenzoylarginin selbst bindet dementsprechend 
noch ein weiteres Aquivalent.”) Wir haben aber niemals ein 
Dichlorhydrat isolieren kénnen. Hine Abspaltung von Benzoe- 
siure erfolgt bei der Titration nicht. Nach H. Lecher und 
F. Graf }*) ist der Triiger der positiven Ladung im Guanidin 
der doppelt gebundene Iminostickstoff. Diese Forscher haben 
von peralkylierten Guanidoniumderivaten ein Dipikrat herstellen 
kénnen. Sie sehen in diesen Verbindungen aber nicht einen 
Beweis dafiir, daB noch ein zweiter Stickstoff basischen Cha- 
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rakter annehmen kann, sondern halten sie fiir Molekiilverbin- 
dungen, ihnlich der zwischen Kreatininpikrat und Kaliumpikrat. 
Vielleicht sind auch die Ergebnisse der Titrationen auf eine 
solche Molekiilverbindung des Dibenzoylargininchlorhydrats mit 
einem weiteren Molekiil Salzsiure zuriickzufiihren. Dafiir wiirde 
auch das etwas geringere Séurebindungsvermoégen des d,1- Di- 
benzoylarginins sprechen, das 1 Mol Krystallwasser enthiilt, 
Allerdings ist das Siurebindungsvermégen nicht auf 1, sondern 
nur auf 1'/, Molekiile zuriickgegangen. 

Erfolgt die Vereinigung der Guanidingruppe im Protein- 
molekiil mit der Carboxylgruppe einer anderen Aminosiiure nach 
dem Modell des Dibenzoylarginins, so wiirde die Tatsache, dab 
das Siurebindungsvermégen eines KiweiBkérpers, wie z. B. beim 
Himoglobin*), gleich der Summe der freien Amino-, Guanidin- und 
Imidazolgruppen ist nicht gegen eine solche Annahme sprechen; 
auch der andere Befund nicht, dab die Zunahme der elektro- 
metrisch titrierbaren basischen Gruppen bei der Spaltung durch 
ein Ferment gleich gro ist, wie die Zunahme der freien 
Aminogruppen. Denn bei der Abspaltung der Benzoesiiure vom 
Guanidin des Dibenzoylarginins wiirde keine Zunahme des 
Siurebindungsvermégens eintreten, sondern eher eine Abnahme. 
Vollkommen ausgeschlossen ist die Beteiligung der Guanidin- 
gruppe bei den Proteinen, wo wie bei den Protaminen das 
ganze Arginin in Nitroarginin tibergefiihrt werden kann. Beim 
Histon der Thymusdriise wird dagegen nach A. Kossel und 
KF. Weiss ein kleiner Teil des Arginins nicht nitriert.!!) Auch 
die Methylierbarkeit am Stickstoft wiirde geringer sein, wie in 
noch nicht abgeschlossenen Versuchen gezeigt werden wird. 


*) In der Mitteilung von K. Felix und A. Buchner’) wurde bei 
der Umrechnung der freien basischen und sauren Gruppen sowie des 
Gehaltes an Arginin, Histidin, Lysin und der freien Aminogruppen auf 
ein Molekulargewieht von 16660 ein Rechenfehler iibersehen, der hier 
richtig gestellt sei. Statt 290 Atome Stickstoff muB es 207 heiBen. Der 
molekulare Gehalt an Arginin, Histidin und Lysin betriigt dann 5, 11 
und 5, der an freien Aminogruppen (einschlieBlich der s-Aminogruppen 
des Lysins) 14. Die Bausteinanalyse gibt somit 30 basische Gruppen, 
die elektrometrische Titration 32. An freien Carboxylgruppen sind elektro- 


, 


metrisch titrierbar 26. 
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Dagegen spricht die gréSere Zunahme an basischen Gruppen 
als an freien Aminogruppen, wie sie bei der Verdauung des 
Histons mit Pepsin-Salzsiure beobachtet wurde, nicht fiir diese 
Annahme. Man wiirde hier eher an eine Dissoziation einer 
salzartigen Bindung zwischen einer Guanidin- und einer Carb- 
oxylgruppe zu denken haben. 

Wir haben auch versucht, das Arginin mit Chloracetyl- 
chiorid in Reaktion zu bringen, konnten aber noch kein krystalli- 
siertes Produkt erhalten und schlieBen nur aus dem Verschwin- 
den des freien Aminostickstoffs und der Reaktion von Saka- 
guchi, daf auch hier zwei Siurereste aufgenommen wurden. 

Im experimentellen Teil geben wir noch eine genaue Be- 
schreibung des Verfahrens von A. Kossel und EK, R. GroB 
zur Darstellung des Arginins mit Flaviansiure aus Gelatine. 
Wir haben es etwas abgeiindert und isolieren die Base als 
Monochlorhydrat. Die Ausbeute betrigt 85°/, der theoretischen. 
An Einfachheit und Raschheit der Ausfiihrung diirfte das Ver- 
fahren der Darstellung nach M. Bergmann und L. Zervas’) 
nicht nachstehen. Auberdem sind noch einige Salze des Argi- 
nins beschrieben, deren Kigenschaften in der Literatur nicht 
ganz einheitlich angegeben sind. 


Experimenteller Teil. 
d-Dibenzoylarginin. 

d-Arginin wird mit der dreifachen der berechneten Menge 
‘6 Mol) Benzoylchlorid nach Schotten-Baumann unter Eis- 
kiihlung benzoyliert. Das Benzoylchlorid wird in kleinen Por- 
tionen abwechselnd mit n-Natronlauge zugesetzt und darauf 
geachtet, daB die Reaktion halbnormal alkalisch bleibt. Dann 
wird mit Salzsiiure angesiiuert und die Benzoesiiure ausgeithert. 
Aus der wifrigen Schicht scheidet sich beim Stehen meist 
schon etwas salzsaures Dibenzoylarginin aus. Durch Zusatz 
von Natronlauge wird es wieder gelést, wenn ndtig filtriert und 
neutralisiert. Aus der neutralen Loésung krystallisiert das 
d-Dibenzoylarginin in schénen Nadeln oder Prismen, aus 
Alkohol in sechsseitigen Tafelchen vom Zersetzungspunkt 235°. 
Ausbeute 70—75°/,. Es enthilt kein Krystallwasser, ist nicht 
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hygroskopisch, lést sich sehr schwer in Wasser, schwer in 
Alkohol, auch in siedendem Alkohol, gar nicht in Ather. Da- 
gegen list es sich leicht in Alkalien, ziemlich gut in Salzsiiure, 
wobei es leicht, bei 40—50° fast momentan in das salzsaure 


Salz tibergeht. 
Analyse nach Pregl]. 


2,73 mg Substanz gaben 6,27 mg CO,, 1,45 mg H,O. 
0,2426 g - verbrauchten 25,3 eem 0,1 n-HCl (Kjeldah)). 
C,,H,.0,N, (382,21) Ber. C 62,79°/, H 5,80°/, N 14,66°%, 
Gef. ,, 62,65 , 5,94 ,, 14,61. 

Der Mikro-Dumas gab rund 1°/, zu wenig N: 13,57, 13,75, 13,92, 
13,79°/,, eine UnregelmiiBigkeit, wie man sie bei der Verbrennung von 
Arginin und seinen Derivaten hiufig beobachtet. 

Das d-Dibenzoylargininchlorhydrat wird erhalten, 
wenn man das Dibenzoylarginin in verdiinnter Natronlauge lést, 
mit 15°/, Salzsiiure stark ansiiuert und kurz auf 40—50’ 
erwirmt. Beim Erkalten krystallisiert es in feinen Nadeln fast 
quantitativ aus. Zur Analyse wurde es mit verdiinnter Salz- 
siiure verrieben, zur Entfernung des Kochsalzes abgesaugt und 
iiber Calciumchlorid im Vakuum getrocknet. Es zersetzt sich 
bei 218°, list sich sehr schwer in Salzsiiure und Ather, schwer 
in Wasser, wobei die Salzsiiure abdissoziert, leicht in Alkohol. 
0,5¢ in 10ccm Alkohol gelist zeigen keine Drehung; nach der 
Hydrolyse wird jedoch wieder optisch aktives d-Arginin zuriick- 
gebildet. 

Analyse nach Pregl. 
2,12 mg Substanz gaben 4,45 mg CO,, 1,08 mg H,0. 
0,1129 g ” verbrauchten 10,8 cem 0,1 n-HCl (Kjeldahl). 


0,1306 ¢ . a 3,10 cem 0,1n-AgNO, (Volhard). 
C,)H,.,.N,O,C1 (418,67 
Ber. C 57,32°/,  H 5,549, N 13,88°%/, Cl 8,47°/, 
Gef. ,, 57,25 5 3,1 , 13,40 1» 8,43. 


Zur Darstellung des d- Dibenzoylargininithylester- 
chlorhydrats wurde 1 g salzsaures Dibenzoylarginin in 100 ccm 
Alkohol gelést und mit Salzsiuregas gesittigt, im Vakuum ein- 
geengt, zur Entfernung der iiberschiissigen Salzsiiure mehrmals 
in Alkohol aufgenommen und wieder eingedampft. Zum Schlub 
wurde in wenig Alkohol gelist und mit Ather gefallt. Der 
salzsaure Ester schied sich fast quantitativ in rosettenartig 











a 


Lae ed 





Uber das Dibenzoylarginin. 35 


angeordneten Nadeln aus. Sie sintern bei 140° und sind bei 
148° geschmolzen. Beim Erkalten erstarrt die Masse und 
schmilzt dann wieder bei148°. Zersetzung tritt erst bei héherer 
Temperatur ein. In Alkohol lést sich der Ester sehr leicht, 
dagegen nicht in Ather. Durch Zusatz yon Natriumalkoholat zu 
der alkoholischen Lésung wird er zu d-Dibenzoylarginin ver- 
seift. Er ist optisch aktiv und dreht nach links [@]j°° = — 8°. 


Analyse nach Pregl. 
4,825 mg Substanz gaben 10,450 mg CO,, 2,654 mg H,O. 


0,4506 g - verbrauchten 39,8 cem 0,1 n-HCl (Kjeldahl). 
0,4333 g . ‘ 9,9 ecm 0,1 n-AgNO, (Volhard), 
C,,H,,0,N,Cl (446,71) 
Ber. C 59,10°/, H 6,10°, N 12,56°/, Cl 7,94°, 
Gef. ,, 59,07 . 6,16 », 12,38 ,;, 8,10. 


d,1-Dibenzoylarginin. 

Versucht man das d,l-Dibenzoylarginin in derselben Weise, 
wie das d-Dibenzoylarginin darzustellen, so ist die Ausbeute 
schlechter, da das d,l-Derivat schwerer aus der wiiBrigen Lé6- 
sung herauskommt. Kinfacher ist es, die rechtsdrehende Ver- 
bindung selbst, oder besser noch, ihr salzsaures Salz zum Schmel- 
zen zu erhitzen. Dabei entweicht 1 Mol Wasser, das noch etwas 
Benzoesiiure hydrolytisch abspaltet. 0,5388 g Substanz gaben 
0,5092 g Schmelzriickstand bzw. 94,51 °/,, berechnet 95,29 °/.. 
Der Schmelzriickstand wird in wenig Alkohol gelést und mit 
viel Wasser versetzt. Dann krystallisiert allmihlich das d,1- 
Dibenzoylarginin in Prismen mit einer Ausbeute von 80 °/, 
aus. Aus Alkohol kommt es in sechsseitigen Tafeln. Sie lésen 
sich leicht in Alkalien, schwer in Alkohol, sehr schwer in Wasser, 
nicht in Ather, und bilden ein in Salzsiiure lésliches Chlor- 
hydrat. Bei 176° schmelzen sie in ihrem Krystallwasser, geben 
es ab und das wasserfreie Produkt schmilzt dann bei 230°. 


Analyse nach Pregl. 


1. des lufttrocknen Priiparates: 
3,505 mg Substanz gaben 7,680 mg CO,, 1,971 mg H,0. 


0,1248 g verbrauchten 12,45 eem 0,1n-HCl (Kjeldah)). 
C,oH,,0,N, (400,22 Ber. C 59,97,  H 6,05%,  N 14,00°), 
Gef. ,, 59,76 , 6,29 , 18,98. 
3* 
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0,3125 g Substanz verloren tiber P,O,; im Vakuum bei 110° 0,0138 g. 
Ber. fiir 1H,O: 4,50°/, Gef. 4,41°/). 

2. des zur Gewichtskonstanz getrockneten Priparates: 

3,422 mg Substanz gaben 7,845 mg CO,, 1,762 mg H,0. 


0,1875 g ai verbrauchten 19,30 cem 0,1 n-HCl (Kjeldah]). 
C,,H..N,O, (382,21) Ber. C 62,79°/, H 5,80%,  N 14,66°/, 
Gef. ,, 62,52 5,16 , 14,48. 


Auf Grund der verschiedenen Léslichkeit der salzsauren Salze des 
d- und d,l-Dibenzoylarginins ergibt sich eine Méglichkeit, d- und d,]|- 
Arginin voneinander zu trennen. Das Gemisch wird benzoyliert, mit 
Salzsiiure angesiiuert und ausgeiithert. Aus der salzsauren Lésung schei- 
det sich beim Stehen das salzsaure d-Dibenzoylarginin ab, wiihrend das 
inaktive Derivat in Liésung bleibt. Man erhilt es, indem man das Fil- 
trat vom aktiven genau neutralisiert und zur Krystallisation stehen libt. 
Die beiden Benzoylderivate werden umkrystallisiert und mit Salzsiure 
hydrolysiert. 

Der salzsaure d,l-Dibenzoylargininithylester wird 
in der gleichen Weise dargestellt wie das aktive Derivat. Er 
sintert bei 135° und schmilzt bei 143°. Er ist nicht hygro- 
skopisch und enthalt kein Krystallwasser. 


Nitrieren des d-Dibenzoylarginins. 


Die Nitrierung kann nach der Vorschrift von A. Kossel?’), 
oder auf die folgende etwas abgeiinderte Weise ausgefiihrt 
werden. 5g d-Dibenzoylarginin werden in etwa 20 ccm stark 
gekiihlter rauchender Salpetersiure geldést, darauf mit 40 ccm 
konzentrierter Schwefelsiiure versetzt, und das Gemisch in 
500 ccm Hiswasser gegossen, wobei das Nitrierungsprodukt flockig 
ausfillt. Es wird abgesaugt, in Kisessig gelést, mit Ather ge- 
fillt und iiber Phosphorpentoxyd und Kaliumhydroxyd zur Ge- 
wichtskonstanz bei 80° getrocknet. Ausbeute 5g. 


Analyse nach Pregl. 
4,375 mg Substanz gaben 8,115 mg CO,, 1,685 mg H,O. 


3,645 mg . ..  0,5881 cem N (22°, 719 mm). 
C,,H,,0,N, (472,21) Ber. C 50,82°/,  H 4,27°/,  N 17,80, 
Gef. ., 50,59 , 4,31 » 17,51, 


Der K6rper sintert bei 176° wenig, bei 220° stark und 
zersetzt sich unscharf bei 225°, lést sich leicht in Alkohol, 
Kisessig und Natronlauge, sehr schwer in Wasser, Salzsiiure, 
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Schwefelsiure und Ather. Die Krystallform war nicht ein- 
heitlich, meist kugelige Aggregate. Er bestand, wie die Hydro- 
lyse ergab, aus einem Gemisch von aktivem und razemischem 
Derivat. Nach der Analyse sind nur zwei Nitrogruppen auf- 
cenommen worden, die beide an den Benzoesiiureresten sitzen. 
Bei der Hydrolyse entstand m -Nitrobenzoesiure (Schmelz- 
punkt 141°) und d- und d,l-Arginin, die durch fraktionierte 
Krystallisation der Pikrate voneinander getrennt wurden. Das 
Pikrat des d,l-Arginins ist in Wasser etwas schwerer ldslich. 
Das d-Pikrat wurde noch in das Chlorhydrat iibergefiihrt und 
als solches identifiziert. 


Reaktion des Dibenzoylarginins mit Essigsaureanhydrid. 


5g d-Dibenzoylarginin wurde nach M. Bergmann und 
H. Koster?) in 100 com KEssigsiureanhydrid bis zur Lésung 
erwirmt und das Essigsiureanhydrid im Vakuum abgedampft. 
Der Riickstand war ein hellgelber, sehr hygroskopischer Syrup, 
der in Chloroform sehr leicht, auch in Alkohol leicht, in Essig- 
ester und Ather schwerer léslich war. Es lag in ihm offenbar 
das Dibenzoyl-acetyl-anhydroarginin vor. Es ist sehr hygro- 
skopisch und wir haben es deswegen nicht rein dargestellt, 
was zudem fiir unsere Frage ohne Belang war. Der Riick- 
stand wurde in etwas Alkohol gelést, in 200 ccm heifes Wasser 
gegossen und auf dem Wasserbad zum Syrup eingeengt. Dabei 
trat starker Geruch nach Acetamid auf. Der Riickstand wurde 
in Kssigester aufgenommen und fraktioniert krystallisiert. Nach 
wiederholtem Umkrystallisieren wurde #-Benzoylamino-q-pi- 
peridon und Benzoylacetylharnstoff analysenrein erhalten. 

Das #-Benzoylamino-«-piperidon ldst sich leicht in 
Alkohol, schwerer in Essigester, ziemlich schwer in Ather und 
sehr schwer in Wasser. Aus Hssigester krystallisiert es in 


glinzenden durchsichtigen langen Prismen. Es schmilzt bei 
186—187°, 


Analyse nach Pregl. 
3,980 mg Substanz gaben 9,645 mg CO,, 2,305 mg H,0. 


0,3154 g ms verbrauchten 28,7 eem 0,1 n-HCI (Kjeldahl). 
C,,H,,N,0, (218,13) Ber. C 66,02%,  H 647%,  N 12,85%, 
Gef. ,, 66,09 , 6,48 , 12,75. 
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Durch 3stiindiges Kochen mit 15°/, Salzsiure wurde es 
hydrolysiert. Die Benzoesiiure wurde ausgeithert und die 
wibrige Lésung zur Entfernung der Salzsiure mehrmals im 
Vakuum eingeengt. Zum SchluB wurde die Lésung mit 
Ammoniak alkalisch gemacht und zur Trockne eingeengt. Der 
Riickstand bestand aus einem Krystallgemisch von Ornithin- 
monochlorkydrat und Ammoniumchlorid. Durch zweimaliges 
Umkrystallisieren aus Wasser—Alkohol wurde ersteres analysen- 
rein erhalten. Es war optisch inaktiv, zersetzte sich bei 230°. 
Ks krystallisiert in kleinen, rosettenartig angeordneten Prismen, 
die sich in Wasser leicht, in Alkohol schwer lésen. 


Analyse nach Pregl. 

4,470 mg Substanz gaben 5,795 mg CO,, 3,030 mg H,0. 

0,16913 g s verbrauchten 20,0 cem 0,1 n-HCl (Kjeldahl). 

0,16913 g m = 10,06 cem 0,1 n-AgNO, (Volhard). 

C;H,,;N,0,Cl (168,57) 

Ber. C 35,59°/, HH 7,779, N 16,62°%, Cl 21,03°/, 

Gef. ,, 35,36 9 1,59 » 16,57 ,. 20,97. 

Der Benzoylacetylharnstoff krystallisiert aus Kssig- 
ester in kleinen rautenf6rmigen Platten und zeigte ungefihr 
die gleiche Léslichkeit wie das Benzoylaminopiperidon, Er 
zersetzt sich bei 196°. 

Analyse nach Pregl. 
4,090 mg Substanz gaben 8,775 mg CO,, 1,800 mg H,O. 


3,020 mg = »  0,3724 cem N (20°, 723 mm). 
C,,H,,N.O3 (206,09) Ber. C 58,23°, H 4,89 N 13,60, 
Gef. ,, 58,51 »» 4,93 9 eee. 


Darstellung des Arginins aus Gelatine. 


In einen 3 Literkolben, der mit 1 Liter 36°/, Salzsaure 
beschickt ist, wird 1 kg Gelatine gebracht und 8—10 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Darauf setzt man Natronlauge bis 
zur schwach sauren Reaktion (etwa 1250 ccm 33°/, NaOH) zu. 
Die richtige Einstellung der Reaktion gibt den Ausschlag 
fiir die GréBe der Ausbeute. Lackmuspapier soll gerdétet, 
Kongopapier noch nicht gebliut werden. Neutrale oder gar 
schwach alkalische Reaktion setzt die Ausbeute stark herab, 
es fillt dann gréBtenteils Natriumflavianat aus. Nun verdiinnt 
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man mit Wasser auf etwa 6 Liter und filtriert. Zu dem 
Filtrat gibt man 200 g in einem Liter heiBem Wasser geliste 
Flaviansiure (1-Naphthol-2,4-dinitro-7-sulfosiure) und riihrt gut 
um. Das Flavianat scheidet sich meist in biischelférmig an- 
geordneten Nadeln ab. Reiben mit dem Glasstab beférdert 
die Abscheidung. Am niichsten Tag wird der Niederschlag 
abgesaugt und mit 1 Liter kalten Wassers in einer Reibschale 
verrieben, um das eingeschlossene Kochsalz zu entfernen. Dann 
wird wieder scharf abgesaugt. Ausbeute 170—190 g. 

Reines d-Arginin-flavianat schwiirzt sich tiber 200° und 
zersetzt sich bei 275°. 

Das Flavianat wird noch in feuchtem Zustand durch Ver- 
reiben in 1 Liter heiBen Wassers gleichmiBig suspendiert und 
mit einer Lésung von 200 g krystallisierten Baryts in 1 Liter 
heiBen Wassers gut verrieben und noch heiB abgesaugt. Der 
Niederschlag von Bariumflavianat wird noch einmal mit einer 
Lésung von 30 g Baryt in 2 Liter heiBem Wasser verrieben 
und abgesaugt. In die noch warmen vereinigten Filtrate wird 
sofort Kohlensiiure eingeleitet, so lange, bis rotes Lackmus- 





papier nicht mehr oder nur ganz schwach gebliiut wird. Man 
saugt dann vom Bariumcarbonat ab und engt das Filtrat auf 
dem Wasserbad auf einen halben Liter ein. Dabei scheidet 
sich wieder Bariumcarbonat aus, von dem abfiltriert wird. Das 
Filtrat siuert man mit Salzsiure bis zur Kongobliuung an 
‘ungefiihr 85—38 ccm 36°/, HCl). Dabei scheidet sich eventueil 
noch etwas in Lésung gebliebene Flaviansiiure ab. Man filtriert 
von ihr ab und entfirbt das Filtrat durch Kochen mit Tierkohle. 
Die entfarbte Lésung wird mit Ammoniak schwach alka- 
lisch gemacht, wodurch der Uberschu8 an Salzsiiure neutra- 
lisiert wird und fir das Arginin nur noch 1 Aquivalent Salz- 
siure bleibt, und im Vakuum auf dem Wasserbad zur Trockne 
eingedunstet. Die zuriickgebliebene Krystallmasse, Arginin- 
chlorhydrat und Ammoniumchlorid, wird in méglichst wenig 
heiBem Wasser gelist und mit Alkohol bis zur bleibenden 
Triibung versetzt. Sobald die ersten Krystalle auftreten, was 
man durch Reiben mit dem Glasstab beschleunigen kann, gibt 
man weiter, bis zu einem Gehalt von 90°/,, Alkohol zu. Das 
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sich abscheidende d-Argininmonochlorhydrat ist meist schon 
analysenrein. Ausbeute 70—85 g Chlorhydrat = 58—70 g freies 
Arginin. Es ist leicht aus Wasser und Alkohol umzukrystalli- 
sieren und ist dann vollig rein. 

Diese Darstellung des d-Argininmonochlorhydrats ist sehr 
einfach und laBt sich rasch durchfiihren. Kine Aufarbeitung 
beansprucht etwa 3 Tage. Man kann auf einmal bis zu 4 kg 
verarbeiten. 

Die Flaviansiure wurde uns in liebenswiirdiger Weise von 
der I. G. Farbenindustrie, Werk Ludwigshafen, iiberlassen. Das 
gelieferte Priparat kann ohne weitere Reinigung verwendet 
werden. Aus dem Bariumflavianat kann sie durch Kochen 
mit 20°/, Schwefelsiure wieder regeneriert werden. Man saugt 
vom Bariumsulfat ab und krystallisiert die sich aus dem Filtrat 
beim Abkiihlen abscheidende Siure noch einmal aus verdiinnter 
Schwefelsiure, der etwas Salpetersiiure zugesetzt ist, um. 

Das d-Argininmonochlorhydrat ist, da es sich so 
leicht und rein darstellen la8t, zur Identifizierung des Arginins 
und als Ausgangsmaterial fiir Arbeiten mit Arginin besser 
geeignet als irgendein anderes Salz. Ks ist nicht hygroskopisch 
und frei von Krystallwasser. Aus Alkohol krystallisiert es in 
drusenformig angeordneten Prismen. Eine 2°/, ige wiBrige 
Lésung zeigt eine spezifische Drehung von [e]p. = + 12,12 bis 
12,25°. Bei 218° sintert es zu einer Schmelze, die bei 225° 
wieder fest wird und sich bei 235° unter Aufschiumen zersetzt. 

W.Gulewitsch§) und 8.G. Hedin’®) geben 1 Mol Krystall- 
wasser an und bemerken, daB das Salz etwas hygroskopisch 
ist. Wahrscheinlich waren die Praparate mit d,l-Argininmono- 
chlorhydrat verunreinigt. Dafiir spricht auch ihr Verhalten 
beim Erhitzen: Sintern bei 208° und Zersetzen ab 209°. 


Analyse nach Pregl. 
4,066 mg Substanz gaben 5,130 mg CO,, 2,69 mg H,0O. 


0,0943 g “s verbrauchten 17,90 cem 0,1 n-HCl (Kjeldahl). 

0,4447 g ‘a m 21,06 eem 0,1 n-AgNO, (Volhard). 
CyH,,N,O,Cl (210,61) 

Ber. C 34,199, H 718°/,  N 26,61%/, Cl 16,84°/, 

Gef. ., 34,42 y 7,40 , 26,59 16,79. 
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Wegen den besonderen Erscheinungen beim Schmelzen haben wir 
eine gréBere Menge auf verschiedene Temperaturen trocken im Olbad 
erhitzt. Bei 218° wird Wasser und wevig NH, abgegeben und etwas 
Guanidin abgespalten. Bei 235° ist die Wasserabspaltung bedeutender 
und betrigt etwa 1 Mol. Das Anhydrid lést sich in heiBem Alkohol. 
Lést man die Schmelze in Wasser, so erhilt man das Argininchlorhydrat 
zu 90°), in der d,l-Form zuriick. Diese Ausbeute wiire nicht méglich, 
wenn neben der Wasserabspaltung eine andere Reaktion in gréBerem 
Umfang sich abspielen wiirde. Das Anhydrid hat vermutlich eine 
piperidonartige Struktur. Erhitzt man erst auf 235° zur Abspaltung 
des Wassers und dann weiter auf 250—260°, so ist die Zersetzung 
stiirker. Die Masse firbt sich braun, es wird reichlich Ammoniak ab- 
gegeben. Aus der Schmelze konnte d,l-Arginin, Guanidin und ein nicht 
identifiziertes Pikrat isoliert werden. 

Wird das Salz in 80°/, Schwefelsiure erhitzt, so zersetzt es sich 
ebenfalls sehr stark. Unter den Reaktionsprodukten fanden wir 45°/, 
d,l-Arginin, Guanidin und Ornithin. 

d-Argininmonopikrat krystallisiert aus Wasser erst 
mit 2 Mol Wasser, die es aber bereits an der Luft nach langerer 
Zeit verliert. In diesem Zustand zersetzt es sich bei 205 bis 


206°, vollkommen getrocknet bei 217°. 


d-Arginindipikrat sintert bei 160° und zersetzt sich 
unter Aufschiiumen bei 190° Es ist nicht hygroskopisch und 
in Wasser etwas schwerer léslich als das Monopikrat. 

Abnliche Eigenschaften hat d-Argininchlorhydrat- 
pikrat. Es sintert bei 160° und zersetzt sich bei 190°. 


d,l-Argininmonochlorhydrat erhilt man aus der 
d-Form, wenn man im Olbad bis zum Sintern erhitzt, mit 
einer Ausbeute von 95°/,. Dies Verfahren der Razemisierung 
des Arginins ist geeigneter als die bisherigen, bei denen das 
Arginin mit Siuren erhitzt wurde. Es ist hygroskopisch und 
nimmt leicht 1 Mol Krystallwasser auf. Das wasserfreie Salz 
sintert bei 200° und zersetzt sich bei 230°. 


d,l-Argininmonopikrat zersetzt sich ohne vorher zu 
sintern bei 223°. Es ist in Wasser schwerer léslich als das 
d-Salz, 

d,i-Arginindipikrat enthilt kein Krystallwasser, ist 
nicht hygroskopisch und zersetzt sich, ebenfalls ohne vorher 
zu sintern, bei 196° 
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d,l-Argininchlorhydrat-pikrat zersetzt sich bei 196°. 

Simtliche Schmelzpunkte bzw. Zersetzungspunkte sind 
unkorrigiert. 

Die zweisiurigen Salze sind im allgemeinen schwerer 
léslich ais die einsiiurigen und die Salze des d,l-Arginins ihrer- 
seits wieder schwerer ldslich als die des d-Arginins. 


Wir danken der Notgemeinschaft der deutschen Wissen- 
schaft fiir die Gewiihrung der Mittel zur Durchfiihrung dieser 
Arbeit. 
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Uber die Deutung der Rathkeschen Guanidinsynthese 
und der Hydrolyse von Guanidinen. 


Bemerkungen zu der Arbeit 
von H. Schotte, R. Priewe und H. Roescheisen.') 
Von 


Hans Lecher. 
(Der Redaktion zugegangen am 10, Mirz 192s, 


I. 


Nach der Rathkeschen Methode?) stellt man Guanidine aus 
Ammoniak oder Aminen und Pseudothioharnstoffen, bzw. ihren 
Salzen dar. M. Schenck*) nahm an, dab dabei das Ammo- 
niak oder Amin vom Isothicharnstoff addiert werde und daB 
das hypothetische Zwischenprodukt dann Mercaptan abspalte: 


Sc—sR 4+_HNR, —> Ne 
RN: RN7 SSR 
H 
R,N 
-> ~ SO—NR, + BSR. 
RN? 


Diese Anschauung haben Lecher und Graf*) als Arbeits- 
hypothese tibernommen; als solche hat sie ihren Zweck er- 
fiillt und uns zu der ersten Darstellungsmethode peralkylierter 
Guanidine und damit auch zu den Hexaalkyl-guanidonium- 
salzen gefithrt. Ich habe mich aber nie eingehender mit dem 
Mechanismus der Rathkeschen Synthese befaBbt, da ich die 


Methode nur zu dem genannten priparativen Zweck benutazte. 


1) Diese Zs. Bd. 174, S. 125 (1928). 

*) Literatur Diese Zs. Bd. 174, 8. 125 (1928), Anm. 2. 

3) Diese Zs. Bd. 77, 8. 354, 378 (1912). 
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') Chem. Ber. Bd. 56, 8, 1326 (192: 
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So ist es dankenswert, daB H. Schotte?) neuerdings den Re- 
aktionsverlauf untersucht. 

Schotte macht die ja naheliegende Annahme, daB zu- 
niichst ein Zerfall des Isothioharnstoffs in Mercaptan + Cyan- 
amid oder Carbodiimid?) erfolge und daB letzteres dann das 
Ammoniak oder Amin zum Guanidin addiere: 


H,Nv HN, H,N 
" SO-—SR -> HSR + me RN O-NR. 
HN* HN? HNZ 


Aber diese Deutung liBt sich gerade auf unsere 
Synthese der peralkylierten Guanidine aus peralkylierten 
Pseudothioharnstoffen und Dialkylaminen nicht iber- 
tragen, ist also zumindest nicht allgemein anwendbar. Des- 
halb kann ich Herrn Schotte nicht darin zustimmen, dab 
seine Versuche und Ausfiihrungen den Verlauf der Rathke- 
schen Reaktion bereits geklirt hitten. 


Il. 


Herr Schotte%) und ich*) haben ferner verschiedene An- 
sichten iiber den Reaktionsmechanismus der Hydrolyse von 
Guanidinen. Da ich den interessierten Leser auf die zitierten 
Abhandlungen verweisen kann, begniige ich mich hier damit, 
unsere Schemata nebeneinander zu stellen: 


Lecher: 
NR. OH-') -> uo—(\- = mT Ee , “ 


1) H.Schotte, R. Priewe u. H. Roescheisen, Diese Zs. Bd. 174, 
S. 125 (1928). 

*) Auf einen Zerfall in Rhodanid + Ammoniak oder Amin sgoll hier 
nicht eingegangen werden. 

%) Zs. angew. Chem. Bd. 39, 8S. 677 (1926); H. Schotte, H. Priewe. 
und H. Roescheisen, Diese Zs. Bd. 174, S. 135 (1928). 

‘) Il. Lecher u. F. Graf, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 438, S. 159 
(1924); H. Lecher u. G. Demmler, Diese Zs. Bd. 167, S. 163 (1927). 

°) Da die Guanidine sehr starke Basen sind, befinden sich in ihrer 
wiBrigen Lésung fast ausschlieBlich die Ionen der Guanidoniumbase. 











a 
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e, 
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Schotte: 


y—NR, NR, 
A. (‘=su —> |< °4NH,, 
/j—~—W, NN — 
R,Nx NR. R,N NR 
Be ze + H,N—CC ~ ” See , 
N ‘NH HN’ H ‘NH 
RN. NH R.N NH. 
 Yo--n—c?¢ —- * Sc=0+H,N-Cé ‘+ HNR. 


©. 
HN’? iH INR, HN“ ‘O 








+ HO H+HO\—H 


Gegen diese Deutung von Schotte habe ich zusammen 
mit G. Demmler’) mehrere Einwinde erhoben. Einer von 
diesen bezog sich auf die Realisierbarkeit der Reaktions- 
phase B: wihrend nimlich Dialkyl-carbodiimide RN=C=—NR 
mit ihrer reaktionsfahigen Zwillingsdoppelbindung Ammoniak 
und Amine glatt addieren, nehmen Dialkylcyanamide R, N—C—N 
(die nicht in die tautomere Dimidform iibergehen kénnen!) 
Ammoniak, Amine und auch Guanidine nicht auf. Schotte 
und seine Mitarbeiter finden nun, da8 Diaithyleyanamid unter 
bestimmten Bedingungen mit Ammoniak + Ammoniumsalz, mit 
Aminen + Aminsalzen, mit (Guanidinen + Guanidinsalzen in 
Reaktion zu bringen ist.’) 

DaB sich unter giinstigen Bedingungen einzelne Reaktions- 
phasen von Schottes Schema realisieren lassen werden, 
hatten wir vorausgesehen*); unseren Nachsatz: ,,aber wir be- 
zweifeln, daB die ganze komplizierte Reaktionsfolge bei der 
Hydrolyse von Guanidinen jemals eine nennenswerte Rolle 
spielt“, halte ich indes in vollem Umfange aufrecht. Denn 
auch hier beriicksichtigt Herr Schotte nicht den wichtigsten 
Kinwand, daB auch peralkylierte Guanidine in Amin und 
Harnstoff hydrolysiert werden; bei diesen ist aber seine 
teaktionsfolge unmioglich. 


Leverkusen, den 7. Mirz 1928. 








) a. a. O. 

*) Es wiire sehr zu begriiBen, wenn solche Variationen auch bei 
der Rathkeschen Reaktion studiert wiirden! 

*) a. a. O. S. 170. 


hh 








(Aus dem Institut fiir Biochemie der Pflanzen d. Akad. d, Wissensch. in Leningrad.) 


getan, daB die Girung der nach Lebedew dargestellten 
Trockenhefe auf die Tiitigkeit der anwesenden lebenden Hefe- 


Uber Alkoholgirung. 
XIV. Mitteilung. 


Das Wesen der Zymingarung. 


Von 
S. Kostytschew und Y. Faérmann. 





(Der Redaktion zugegangen am 13, Marz 1928.) 


In der XIII. Mitteilung iiber Alkoholgirung?) wurde dar- 


zellen zuriickzufiihren ist. Es zeigte sich, daB die Girwirkung 
und die Vermehrung dieser Zellen durch die in toten Hefe- 
zellen enthaltenen Stoffe stark stimuliert wird. In der vor- 
liegenden Mitteilung sind Versuche iiber das Wesen der 
(xirung von Acetondauerhefe (Zymin) beschrieben. Zymin 
wurde bekanntlich zuerst von Albert, Buchner und Rapp’ 


dargestellt und zwar durch Entwisserung der abgepreBten 


Hefe mit Aceton nebst nachfolgender Bearbeitung mit Ather 
und Trocknen, zuerst an der Luft, dann im Verlaufe von 
24 Stunden im Trockenschrank bei 45°. Die Verfasser meinen, 
da® dieses Priiparat lediglich aus toten Hefezellen besteht und 
dennoch alkoholische Girung bewirkt. 


Wir haben eine Anzahl von Zyminpriiparaten aus reiner 


Froberghefe genau nach den Vorschriften von Buchner und 
seinen Mitarbeitern*) dargestellt. Unsere Priiparate besaBen 
dieselbe Giirkraft, wie die Buchnerschen und lieferten nach 


') Diese Zs. Bd. 168, 8S. 244 (1927). 
*) Chem. Ber. Bd. 35, S. 2376 (1902). 
‘) Die Zymasegiirung, 8S. 266—267 (1908). 
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Impfung der Bierwiirzegelatine keine Hefekolonien. Sowohl 
in unseren als in den im Buche ,,Zymasegiirung“ beschriebenen 
Kontrollversuchen gaben 2g Zymin mit 10 ccm Wasser, 
4g Rohrzucker und 0,2 cem Toluol durchschnittlich 1 g CO,. 


Bereits die ersten Versuche zeigten, da die Zymingirung 
sich von der Giarung der Trockenhefe nach Lebedew durch 
die beiden folgenden Merkmale unterscheidet: 


1. Die Trockenhefe zeigt hiufig den Vorgang der Induktion, 
was bei Zymin nicht zu verzeichnen ist. Die Zymingirung 
setzt schnell ein, und erreicht bereits am ersten Tage ihre 
maximale Intensitit. Dann wird die Girung allmihlich 
schwicher und nach 3 Tagen erlischt gewdhnlich die CO,- 
Produktion. Genau dasselbe Verhalten zeigten die Priparate 
von Buchner und seinen Mitarbeitern, wie es aus ihren Ver- 
suchstabellen 87 und 89 zu ersehen ist.) Der zeitliche Verlauf 
der Giarung unserer Priparate wird z. B. durch folgendes 
Beispiel illustriert. 

2g Zymin mit 10 cem Wasser, 4 g Rohrzucker und 0,2 cem Toluol 
lieferten im ganzen 1,05 g CO,. Hierbei wurde im Verlaufe der ersten 
48 Stunden 0,78 g, im Verlaufe der nachfolgenden 24 Stunden — 0,20 g 
und im Verlaufe der weiteren 24 Stunden nur 0,07 g CO, ausgeschieden. 
Bedeutend geringere CO,-Mengen entwickelt 1g Zymin, was iibrigens 
chon lingst bekannt ist. So lieferte 1 g desselben Zyminpriparates mit 
10 eem Wasser, 1 g Rohrzucker und 0,2 cem Toluol folgende CO,-Mengen: 
nach 24 Stunden 0,15 g; nach den weiteren 24 Stunden 0,08 g, nach den 
weiteren 24 Stunden 0,02 g; nach den weiteren 24 Stunden 0.00 g. 

2. Zum Unterschied von Trockenhefe bewirkt richtig dar- 
gestelltes Zymin keine Stimulierung der zugesetzten lebenden 
Hefezellen. Dies ist aus der folgenden T'abelle zu ersehen. 

Die Girkiélbchen wurden mit Meisslschem VerschluB versehen. 
Kin jedes Kélbchen enthielt 10cem Wasser, 2g¢ Rohrzucker, 0,2eem Toluol 
und auBerdem andere Zusiitze, die in der Tabelle angegeben sind. Die 
Mengen der zugesetzten lebenden Hefezellen sind durch Zahlen aus- 
gedriickt, welche die Menge der Zellen in !/,.,, emm zeigen. Zur Er- 
mittelung der Anzahl der lebenden Hefezellen in unseren Suspensionen 
bedienten wir uns der Ziihlkammer von Thoma. 


') Die Zymasegiirung, S. 269 und 271. 
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Zymin Lebende Kohlendioxyd in g nach Stunden 
in g Hefezellen | — o4 , ee ais ; - 
1 0 0,13 | 0,22 0,22 
; ‘ 014 | 0,24 0,24 
1 tT as 0,14 0,22 0,22 
: ‘hie 014 | 0,22 0,22 
. ‘/s2 O14 =| 0,28 0,23 
; ‘Is 0,13 0,22 0,22 
: ‘ls 0,13 0,21 0,21 
: ‘ls 0,12 0,21 0,21 
d ‘/s3 0,00 0,00 0,00 
0 "la 0,00 | 0,00 0,00 














Diese Resultate zeigen, dab die Stimulatoren entweder bei 
der Behandlung der Hefe mit Aceton und Ather ausgewaschen 
werden, oder aus den Zellen der Acetondauerhefe nicht heraus- 
diffundieren kénnen. Es konnte leicht nachgewiesen werden, 
daB letztere Annahme die richtige ist, denn es ergab sich, daf 
gekochtes Zymin eine regelmi&Bige Stimulierung der lebenden 
Hefezellen hervorruft. Dies ist aus dem folgenden Versuche 
ersichtlich. 

A. 1 g Zymin (gekocht), 2 g Rohrzucker, 10 eem Hefesuspension 1,0 
und 0,2 eem Toluol. 


B. 2g Rohrzucker, 10 cem Hefesuspension 1,0 und 0,2 eem Toluol. 

















Kohlendioxyd in g nach Stunden 
24 48 72 96 
A. Suspension mit Zymin . 0,04 0,24 0.55 0,82 
Bb. i ohne Zymin. 0,00 0,02 0,03 0,05 


Zur Impfung der Bierwiirzegelatineplatten wurden die beiden Sus- 
pensionen so verdiinnt, daf die Kolonienzahl auf je einer Platte bei 
Abwesenheit der Hefevermehrung wiihrend des Versuchs 500 sein sollte. 
In Wirklichkeit wurden in A 2400 Kolonien, in B aber 580 Kolonien 
gefunden. 


tin anderes Zyminpriiparat iibte in gekochtem und nicht gekochtem 
Zustande folgende Einwirkung auf lebende Hefezellen aus (cin jedes 
Kélbechen enthielt 10 cem Wasser bzw. Hefesuspension '/,, 2 g Zucker 
und 0,2 cem Toluol). 


Ss 
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Kohlendioxyd g nach Stdn. 


24 48 12 

ig Zymin, nicht gekocht in Wasser . a so pes 
3 

i g Zymin nicht gekocht in Hefesuspens. '/, a 7 a 

1 g gekocht. Zymin in Hefesuspension */, ph en a 
) ’ 3¢ 


0,00 0,00 0,00 
0,00 0,00 0,00 





Hefesuspension '/, ohne Zymin. . . . 


Eine Stimulierung der lebenden Hefezellen findet auch 
durch einige nicht gekochte Zyminpriiparate statt, wenn die 
genannten Priparate bei ihrer Darstellung durch Aceton und 
Ather nicht vollkommen entwissert worden waren. Bei nach- 
folgendem Trocknen sterben die nicht vollkommen entwiisserten 
Hefezellen allmihlich ab und es entsteht aus ihnen eine Art 
von Trockenhefe nach Lebedew. 

Simtliche oben beschriebenen Versuche haben wir mehr- 
mals wiederholt und ganz eindeutige Resultate erhalten. Ks 
liegt also die Annahme nahe, daB die Plasmahaut der Zymin- 
zellen impermeabel geblieben ist, mit anderen Worten, dai 
viele Zyminzellen noch lebendig sind, aber die Fiahigkeit zur 
Sprossung bereits verloren haben. Diese absterbenden Zellen 
kénnen wohl eine schwache Girung hervorrufen, gehen hierbei 
aber schlieBlich zugrunde, weil sie bei der rohen Entwisse- 
rung schwer beschidigt worden waren. Zum Nachweis dieser 
Annahme muBte nachgewiesen werden, daB wenigstens ein Teil 
der Zyminzellen wieder zur Sprossung gebracht werden kann. 


In weiter folgenden Versuchen haben wir je 1 g Zymin in 10 cem 
Wasser oder verschiedene Lésungen eingetragen und, entweder unmittel- 
bar, oder nach Stehenlassen unter verschiedenen Verhiltnissen 1 cem 
der Zyminsuspension mit 9 cem Wasser verdiinnt. Dann haben wir 
1 cem dieser neuen Suspension entweder direkt zur Impfung der Bier- 
wiirzegelatineplatten verwendet (Impfung 1), oder mit 9 cem Wasser 
versetzt und 1 ccm dieser zweimal verdiinnten Suspension zur Impfang 
benutzt (Impfung 2). 

1. Zymin A in sterilem Wasser verteilt und sofort geimpft. 
Impfung 1: keine Hefekolonien; Impfung 2: keine Hefekolonien. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVI. 4 
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2. Wiederholung desselben Verfahrens mit einem anderen Zymin- 
priparat. B. Dasselbe Resultat. 

3. Wiederholung desselben Verfahrens mit einem dritten Zymin- 
priparat. C. Dasselbe Resultat. 

4. Zymin A in Bierwiirze mit 30 Proc. Zucker. Impfung 1: keine 
Hefekolonien. Impfung 2: keine Hefekolonien. 

5. Zymin in 40°/,iger Rohrzuckerlésung, sofort zur Impfung ver- 
wendet. Impfung 1: keine Hefekolonien. Impfung 2: keine Hefe- 
kolonien. 

6. Zymin in trocknem Zustande 24 Stunden in feuchter Kammer 
bei 30° stehengelassen, dann in Wasser suspendiert und zur Impfung 
verwendet. Impfung 1, zwei Platten: 4 und 7 Hefekolonien. Impfung 2 
zwei Platten: keine Hefekolonien, 


Wir haben alle diese negativen Resultate dargelegt, um 
zu zeigen, mit welcher Vorsicht man in derartigen Fallen 
SchluBfolgerungen machen soll. In Girungsfragen, namentlich 
aber bei mikrobioiogischen Priifungen muB man stets im Auge 
behalten, da einzelne negative Resultate nichts beweisen 
kénnen. Nur durch unzihlige Wiederholungen des Versuch: 
unter verschiedenartigen Bedingungen kann das negative Re- 
sultat einige Bedeutung erlangen. 

Im vorliegenden Falle ist es ziemlich schnell gelungen, 
das Zymin zum Wachstum zu bringen. 


7. Zymin wurde in 10°/,iger Rohrzuckerlésung im Verlaufe vou 
14 Stunden bei 30° stehengelassen, dann im Verlaufe von 7 Stunden 
durch allmihliche Verdiinnung in 2°/,ige Zuckerlésung iibergefiihrt und 
zur Impfung verwendet. 

Impfung 1, zwei Platten: a) etwa 7000 Hefekolonien, b) etwa 
7000 Hefekolonien. Genaue Zihlung unméglich. 

Impfung 2, zwei Platten: 798 und 686 Hefekolonien. 

8. Zymin wurde in 5°/,iger Traubenzuckerlésung im Verlaufe von 
15 Stunden bei 30° stehengelassen. 

Impfung 1: unzihlige Hefekolonien. 

Impfung 2, zwei Platten: 816 und 792 Hefekolonien. 

9. Kin anderes Zyminpriiparat in 10°/,iger Rohrzuckerlésung im 
Verlaufe von 14 Stunden bei 30° ohne nachfolgende Verdiinuung. 

Impfung 1, zwei Platten: etwa 3000 und etwa 2600 Hefekolonien. 

Impfung 2, zwei Platten: 270 und 258 Hefekolonien. 


Es zeigte sich also, daB viele Zyminzellen zur Sprossung 
gebracht werden kénnen. Die Zellvermehrung wiihrend des 
Verweilens in Zuckerlésung bei 30° war jedenfalls sehr un- 
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bedeutend, da selbst lebenskriftige Hefezellen unter denselben 
Bedingungen ohne stickstoffhaltige und mineralische Nahrung 
sich kaum vermehren. Dies ist aus den folgenden Beispielen 
zu ersehen. 


10. Eine Suspension der frischen Hefezellen, die nach dem Zihlen 
in der Thomaschen Kammer 200 Kolonien liefern sollte, wurde in 10°/,- 
iger Rohrzuckerlésung im Verlaufe von 14 Stunden bei 30° stehen- 
gelassen. Die Impfung gab 296 Hefekolonien. 

11. Eine Suspension der frisechen Hefezellen wurde unter denselben 
Verhiltnissen stehengelassen und lieferte nach der Impfung 1028 bzw. 
913 Hefekolonien. Nun wurde dieselbe Hefesuspension im Verlaufe von 
7 Stunden durch allmihliche Verdiinnung in 2°/,ige Zuckerlésung iiber- 
gefiihrt. Die Impfung ergab 1000 bzw. 971 Kolonien. 


Die Vermehrung der Zyminzellen wiihrend des Verweilens 
in reiner Zuckerlésung im Verlaufe von 14 Stunden nebst 
nachfolgender Verdiinnung ist also héchstwahrscheinlich gleich 
Null. Wir haben denn auch bei mikroskopischer Betrachtung 
niemals sprossende Zyminzellen in Zuckerlésungen gefunden. 
Die Kolonien auf Bierwiirzegelatineplatten bestanden dagegen 
selbstverstindlich zum gréBten Teil aus sprossenden Hefe- 
zellen. Obige Versuche iiber Zyminbelebung wurden mebhr- 
mals wiederholt. In einigen Versuchen entwickelten sich 
Bakterienkolonien, wodurch das Hefewachstum immer unter- 
driickt war. Solche Versuche wurden selbstverstindlich nicht 
in Betracht gezogen. In einzelnen Versuchen lieferte auch 
die Impfung 2 etwa 8000—4000 Kolonien. 

Ks zeigte sich also, daB Zyminzellen nur unter bestimmten 
Verhaltnissen belebt werden kénnen. Hierbei spielen ver- 
schiedene scheinbar ganz unbedeutende Nebenumstinde eine 
wichtige Rolle, was in Anbetracht der enorm starken Schidi- 
gung des Zellplasmas bei der Behandlung mit Aceton und 
Ather nicht verwunderlich ist. Nachstehend geben wir die 
Resultate einiger Versuche wieder, welche zeigen, daB einige 
geringe Anderungen der Behandlung sofort mit einem Aus- 
bleiben des Wachstums beantwortet werden. Mit gespanntem 
Interesse verfolgten wir diesen scharfen Kampf zwischen Leben 
und Tod, der insofern lehrreich ist, als er zeigt, mit welcher 
Vorsicht man in derartigen Fillen vorgehen mub. 

4* 
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12. Zymin wurde in 10°/,iger Rohrzuckerlésung bei 30° im Luft- 
strome stchengelassen. 





A. Nach 4 Stunden. Impfung 1,4 Platten: 2, 1, 0, 0 Kolonien 
a 24 4; 1, 0, 0, 0 Hefekolonien, 
B. » 8 ” ” 1,4 ” 5, 4, 3, 3 ” 
yD 1, 0, 0, 0 : 
C. yy 22 ” ” 1,4 ” 7, 9, 2, 1 ” 
9 2,4 ” 1, 0, 0, 0 9 


Ks ist also ersichtlich, daB gute Liiftung, die gewéhnlicli 
die Lebensvorgiinge der Hefe steigert, im vorliegenden Falle 
ein Absterben der Zyminzellen, wohl infolge von Uberanstren- | 
vung, herbeifiihrt. | 





13. Zymin wurde in 10°/,iger Rohrzuckerlésung im Verlaufe von 
8 Stunden bei 0° stehengelassen, Dann wurden Impfungen ausgefiihrt 
und die Suspension noch 16 Stunden bei 30° stehengelassen. Jie 
nach dem Verweilen bei 0° ausgefiihrten Impfungen lieferten folgende 
Resultate: 

Impfung 1. Keine Hefekolonien. 

Impfung 2. Keine Hefekolonien. 

Nach dem Verweiien zuerst bei 0°, dann bei 30° lieferten dice 
Imptungen folgende Resultate: 

Impfung 1: 46 und 44 Hefekolonien, auBerdem viele Bakterien- 
kolonien. 

Impfung 2: 10 und 9 Kolonien. 

14. Zymin wurde in 10°/,iger Rohrzuckerlésung 16 Stunden bei 
0° belassen. Nun wurden Impfungen ausgefiihrt und die Zyminsuspen- 
sion noch im Verlaufe von 8 Stunden bei 30° stehengelassen. Alsdann 
wurden wiederum Impfungen der Bierwiirzegelatineplatten vorgenommen. 


A. Nach dem Verweilen bei 0°. 


Impfung 1: 17 Hefekolonien. Impfung 2: 1 Hefekolonie. 


B. Nach dem Verweilen zuerst bei 0°, dann bei 30°. 


Impfung 1: 286 und 307 Hefekolonien. Impfung 2: 33 und 45 Hefe- 
kolonien. 


Uberraschenderweise hat also die Einwirkung der niedrigen 
Temperatur die Lebensfihigkeit der Zyminzellen stark beein- 
triichtigt, indes im Brauereibetrieb die Giirung hiufig bei den 
nahe 0° liegenden Temperaturen vor sich geht. Andererseits 
wurden die Zyminzellen nach dem Verweilen in Zuckerlésung 
bei O° zum groBen Teil deplasmolysiert, wogegen bei allen 
anderen Behandlungen ein iiberwiegend groBer Teil der Zymin- 
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zellen bei der mikroskopischen Betrachtung als geschrumpft 
und stark plasmolysiert erscheint. Dies ist wohl eine Folge 
der rohen Entwisserung. ‘l'rotzdem aber beim Verweilen bei 
0° Deplasmolyse eintrat, ging ein betriichtlicher Teil der Hefe- 
zellen zugrunde. Doch ist die Méglichkeit der Deplasmolyse 
bereits an und fiir sich ein Wahrzeichen des Lebens. 

Ein anderes Beispiel der groBen Bedeutung verschiedener 
Nebenumstinde bei der Belebung der Zyminzellen besteht 
darin, daB man mit unseren Priiparaten eine weit geringere 
Anzahl von Hefekolonien erhalt, wenn man das Zymin zuerst 
in 40°/,ige, oder gar 20°/,ige Zuckerlésung eintrigt und dann 
durch allméhliche Verdiinnung in 2°/, ige Zuckerlésung 
iiberfiihrt. 

Die so scharf hervortretende Einwirkung verschiedener 
Nebenumstiinde liBt uns hoffen, daB es uns in weiteren Unter- 
suchungen gelingen wird, unsere Zyminpriparate in einem 
noch gréBeren MaBe zu beleben. Es ist auBerdem sehr wahr- 
scheinlich, daB verschiedene Zyminpriparate ungleiche Bedin- 
gungen fiir maximale Sprossung erfordern. bei Wiederholung 
unserer Versuche werden also nicht voreingenommene Forscher 
wohl nicht nur die von uns gewihlten, sondern auch verschie- 
dene andere Verhiltnisse priifen, bevor sie ein Urteil iiber die 
Wachstumsfihigkeit des Zymins fallen. 

Um den Einwand von vornherein zu bescitigen, da8 unsere Zymin- 
priiparate nicht sachgemiB bereitet worden waren, haben wir noch ein 
im Jahre 1905 von der Firma A, Schroder in Miinchen bezogenes Zymin- 
priiparat untersucht, welches einen Garantieschein von Dr. Rapp trug 
und im Verlaufe von 23 Jahren im Laboratorium aufbewahrt wurde. 
Das Priiparat ist schon gelblich geworden und lieferte nach direkter 
Impfung der Bierwiirzegelatine selbstverstindlich keine Hefekolonien. 
Dieses Priparat zeigte in 20°/,iger Rohrzuckerlésung unter Zusatz von 
0,2 cem Toluol bei Zimmertemperatur im Verlaufe von 2 Tagen keine 
Girung. Am dritten Tage hatten wir eine schwache Giirung zu ver- 
zeichnen und am vierten Tage wurden Impfungen ausgefiihrt. 

Impfung 1. 2 Platten: 1549 und 1572 Hefekolonien. 


Kine andere Portion desselben Priiparats wurde 14 Stunden in 
10°/,iger Zuckerlésung bei 30° belassen. Waiihrend dieser Zeit hat eine 
merkliche Giirung noch nicht eingesetzt, doch lieferte die Impfung fol- 
gendes Resultat: 
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Impfung 1. 2 Platten: 241 und 258 Hefekolonien. 

Vor 23 Jahren hiatten wir zweifellos eine weit gréBere Menge der 
lebenden Hefezellen in demselben Zyminpriparat nachweisen kénnen. 

Aus obigen Versuchen ist ersichtlich, daB zymatische 
Zellen im Sinne v. Eulers tatsichlich existieren. Es sind 
dies durch rohe Entwiisserung stark beschidigte Hefezellen, 
die unter gewodhnlichen Verhiiltnissen nicht wachstumsfahig 
sind, eine schwache alkoholische Girung hervorrufen und hier- 
bei allmaihlich absterben. Zyminpriiparate bestehen aus solchen 
absterbenden, aber noch lebendigen Hefezellen. Auch miissen 
wir zugeben, daB in ‘Trockenhefe nach Lebedew héchstwahr- 
scheinlich derartige Zellen existieren, aber wohl in einer weit 
geringeren Menge, als in Zyminpriparaten. Ein merkwiirdiges 
Versehen von Buchner und seinen Mitarbeitern bestand 
darin, daB sie ihre Priiparate von Dauerhefe immer nur vor 
und nie nach der Girung mikrobiologisch untersucht haben. 
Méglicherweise waren die genannten Forscher davon iiberzeugt, 
daB das anwesende Antiseptikum (Toluol) alles Lebendige ver- 
nichten mubB. 

Aus simtlichen in dieser Mitteilung dargelegten 
Versuchen ist der SchluB zu ziehen, daB die Zymin- 
girung mit einer zellfreien Girung nichts zutun hat. 














Uber Alkoholgarung. 
XV. Mitteilung. 
Die Garung des Hefemacerationssaftes. 
Von 


S. Kostytschew und A. Chomitseh. 





(Aus dem Institut fiir Biochemie d. Pflanzen d. Akad. d, Wissensch. in Leningrad. 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Marz 1928.) 


In der XIII. Mitteilung iiber Alkoholgirung!) wurden 
quantitative Versuche mit Trockenhefe verdffentlicht, welche 
zeigen, daB die gesamte Giirleistung von Trockenhefe auf die 
Tatigkeit der darin enthaltenen lebenden Hefezellen zuriick- 
zufiihren ist. Das Garvermégen und die Vermehrung dieser 
Zellen werden durch die in getéteten Hefezellen vorhandenen 
Stimulatoren duferst stark gesteigert. 

AuBerdem haben wir auch Versuche mit Macerationssaft 
ausgefiihrt, die ebenfalls zur SchluBfolgerung fiihren, daB hier 
ein rein biologischer Vorgang vorliegt. Kin Zusatz minimaler 
Mengen der lebenden Hefezellen zum Macerationssaft hatte 
dieselbe michtige Steigerung der Giarwirkung zur Folge, wie 
in Versuchen mit Trockenhefe. Doch ist die Girung des 
Macerationssaftes an und fir sich im wesentlichen auf die 
Girwirkung der Bakterien zuriickzufiihren, wie es auch durch 
die in vorliegender Mitteilung verdéffentlichten Versuche be- 
stiitigt wird. Die Eigentiimlichkeiten der Weise des Zucker- 
zusatzes und der hiufig vorkommende geheimnisvolle Vorgang 
der ,Induktion“ sind durch die Zymasetheorie der Girung 
schwer zu erkliren, werden aber ohne weiteres begreiflich, 





1) Diese Zs. Bd. 168, 8. 244 (1927). 
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sobald man die Girung des Macerationssaftes als einen biolo- 
gischen Vorgang auffaBt. 

Weitere Untersuchungen iiber die Girung des Macerations- 
saftes waren bereits im Gange als die polemische Mitteilung 
von Kluyver und Struyk!) erschien, Die Verfasser weisen 
darauf hin, da8 ein durch Bakterienfilter filtrierter Macerations- 
saft nach Zugabe steriler Glucoselésung ,,innerhalb '/, Stunde 
eine kraftige Girwirkung entfaltete“. Es wird weder die Inten- 
sitat noch die Dauer dieser Girung angegeben. 

Die Verfasser sagen wortlich, daB dieser einzige Versuch 
die Existenz der zellfreien Giirung nachzuweisen vermag und 
werfen uns vor, daB wir ihnliche Experimente nicht ausgefiihrt 
haben. Sie sind aber nicht neu: bereits Buchner und seine 
Mitarbeiter haben den PreBsaft durch Bakterienfilter filtriert 
und hierbei meistens eine deutliche Herabsetzung oder in 
elnigen Fiillen vollkommene Sistierung der Girwirkung wahr- 
genommen. Wir halten die Resultate derartiger Priifungen 
nicht fiir ausschlaggebend. Es werden immer neue und neue 
Bakterienarten entdeckt, welche Bakterienfilter passieren; neuer- 
dings gilt gar das Verhalten der Mikroben gegeniiber den 
Bakterientiltern als ein diagnostisches Merkmal. AuSerdem 
ist die mikrobiologische ‘Technik der quantitativen Gir- 
versuche mit den durch Bakterienfilter filtrierten Siften 
gar nicht einfach. Die weiter folgenden Versuche bestiitigen 
die biologische Natur der Girung der filtrierten Macerations- 
siifte. Es miissen also andere Methoden zur Lisung der Frage 
nach Méglichkeit einer wirklich zellfreien Girung verwendet 
werden. Denn der Ausdruck ,,Nichtexistenz der zellfreien 
Girung“ gilt natiirlich nur fiir die Gegenwart. Es lag uns 
ferne zu behaupten, daB die zellfreie Giirung eine Unmdglich- 
keit sei und also nie entdeckt werden kénne. Solche An- 
nahmen diirfte iiberhaupt kein experimentell arbeitender 
Forscher machen. 

Doch weisen wir nochmals darauf hin, daB die bisher 
zugunsten der Existenz der zellfreien Girung angefiihrten Be- 





1) Diese Zs. Bd. 170, 8. 110 (1927). 
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weisgriinde durch unsere Resultate widerlegt worden sind. 
Diesen Sachverhalt scheinen Kluyver und Struyk zu ver- 
kennen, als sie schreiben: ,weil die Richtigkeit dieser Aussage 
(der Nichtexistenz der zellfreien Girung) geeignet sein wiirde, 
einen groBen Teil der in den letzten Jahren iiber die Alkohol- 
girung berichteten Studien zu entwerten“. Dies ist in der 
Tat der Fall. Sollte es Kluyver kiinftighin gelingen, die 
Kxistenz der zellfreien Girung wirklich zu beweisen (bisher ist 
es ibm nicht gelungen), so diirfte dieses Ergebnis doch nicht 
auf die friiher ausgefiihrten Untersuchungen ausgedehnt werden. 
Wir haben absichtlich dieselbe Methodik verwendet, die zur 
»Hntdeckung“ der zellfreien Girung gefiihrt hat und seitdem 
von verschiedenen Forschern im Verlaufe mehrerer Jahre be- 
vorzugt wurde. Nun haben wir gefunden, da8 in allen diesen 
Versuchen lebende Hefezellen oder Bakterien tiitig waren. 
Siimtliche bisher ausgefiihrten Versuche wurden ohne Beriick- 
sichtigung der Tatsache ausgefiihrt, daB die Girtiitigkeit von 
Hefen und Bakterien durch die in getéteten Hefezellen ent- 
haltenen Stoffe auBerordentlich stimuliert wird. 

DaB fermentative Studien iiber Hefesafte zum groBen Teil 
entwertet sind, erscheint leider als kaum zweifelhaft. Auch 
muB der eine von uns (K.) sich die Tatsache gefallen lassen, 
daB die von ihm yor Jahren gemachte ,,Entdeckung der zell- 
freien Atmung* wohl widerrufen werden wird, da es als kaum 
zwelfelhaft erscheint, daB gegen diese Versuche dieselben Hin- 
wiinde gemacht werden kénnen, wie gegen Versuche mit Hefe- 
silten. Hingegen behalten die mit Trockenhefe ausgefiihrten 
Untersuchungen ihre volle Giiltigkeit bei, da hier wirklich 
Hefegiirung vorlag, und zwar in einem gleichsam isolierten Zu- 
stande, indem die Zuckervergirung gewaltig gesteigert wurde, 
indes alle iibrigen Lebensvorgiinge einer winzig kleinen Menge 
der lebenden Hefezellen einfach nicht in Betracht kommen 
diirften. 

Durch die Ablehnung der Annahme der zellfreien Girung 
wird allerdings kein Umsturz der heute geltenden Grund- 
begriffe bewirkt. Eine Riickkehr zu alten Anschauungen, laut 
welchen die Girung bloB ein summarisches Resultat von ver- 
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schiedenen heterogenen Lebenserscheinungen der Hefe darstellt 
und also nicht als ein selbstindiger Vorgang aufgefaBt wird, 
ist nicht mehr méglich. Auf Grund der Arbeiten verschiedener 
Forscher, ist erster Linie von v. Kuler und seiner Schule, ist 
anzunehmen, daB der Girungsvorgang eine katalytische Er- 
scheinung ist, und zwar eine Summe yon einigen gekoppelten 
Reaktionen darstellt. 


Kluyver und Struyk scheinen einen strikten Nachweis der Nicht- 
existenz der zellfreien Girung zu verlangen. Bleibt die Frage nach 
der Ursache der Giirung in einem bestimmten Falle unentschieden, so 
sind die genannten Forscher geneigt, die Existenz der zellfreien Girung 
anzunehmen. Wir haben z. B. darauf hingewiesen, daB die ,,zellfreie* 
Giirung bei hohen Zuckergaben je nach der Weise des Zuckerzusatzes 
entweder einsetzt, oder ausbleibt und dieses eigenartige Verhalten durch 
die biologische Natur des Girungsvorganges erklirt. Darauf erwidern 
Kluyver und Struyk, da8 unserer Beobachtung ,,auch andere Ur- 
sachen zugrunde liegen kénnen“. Die Induktion der Girung ist in 
einigen unseren Versuchen auf die Bakterienentwicklung zuriickzufiihren. 
Demgegeniiber weisen Kluyver und Struyk darauf hin, daB in anderen 
Fiillen die Induktion durch Mangel an Hexosephosphat hervorgerufen wird. 

Kine derartige Stellungnahme ist unserer Meinung nach unrichtig. 
Kin strikter Nachweis muB fiir positive, nicht aber fiir negative Befunde 
erbracht werden. In unserem Falle bildet eine jede Méglichkeit der 
zweideutigen Erkliirung einen Einwand gegen die Annahme der Existenz 
der zellfreien Girung. Wahrscheinlich sind Kluyver und Struyk der 
Ansicht, daB fiir die Existenz der zellfreien Giirung schon lingst so 
schwerwiegende Nachweise erbracht worden wiren, daB es ganz iiber- 
fliissig sei, die ganze Beweisfiihrung von vorne anzufangen. Sonst hitten 
die genannten Forscher sich wohl nicht mit dem Hinweis auf ,,andere 
Ursachen“ begniigt und den Versuch mit filtriertem Safte quantitativ 
ausgefiihrt. Aus der folgenden kritischen Betrachtung der Resultate 
E. Buchners und seiner Mitarbeiter wird jedoch ersichtlich werden, 
daBb die Annahme der Existenz der zellfreien Girung bisher auf keiner 
soliden Grundlage fubt. 


Die hauptsiichlichsten Beweise E. Buchners und seiner 
Mitarbeiter fiir die Existenz der Zymase, die im Buche ,,Zy- 
masegirung zusammengefaBt sind, bestehen im folgenden: 

I. Ein Zusatz von antiseptischen Mitteln soll die zellfreie 
Girung nicht verhindern. 


Die experimentellen Ergebnisse der Verfasser zeigen allerdings, 
daB ein Alkoholzusatz die zellfreie Girung unterdriickt, und zwar nament- 
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lich bei derselben Konzentration, die fiir lebende Zellen schiidlich ist. 
Auch Chloroform und Thymol bewirken eine deutliche Hemmung der 
Giirung; nur Toluol erwies sich als durchaus unschiidlich. Auch unsere 
in der XIII. Mitteilung veréffentlichten Versuche zeigen, daB die hem- 
mende Wirkung von Thymol bedeutend stiirker ist, als diejenige von 
Toluol. Die Angaben Buchners beziiglich der vernichtenden Wirkung 
von Toluol auf lebende Zellen in Gegenwart einer groBen Menge des 
Inhaltes der toten Hefezellen stehen in direktem Widerspruche mit den 
Resultaten von Abderhalden, Sobotka, v. Euler und dessen Mit- 
arbeitern sowie mit unseren eigenen Versuchsergebnissen. Untersuchungen 
iiber die Kinwirkung von verschiedenen Giftstoffen auf die vermeint- 
liche zellfreie Girung werden den Inhalt einer besonderen Mitteilung 
machen. An dieser Stelle wollen wir nur den Umstand hervorheben, 
daB wir eine vollkommene Vernichtung der lebenden Zellen durch Toluol 
in Gegenwart von Trockenhefe und Hefesiiften nicht zu erzielen ver- 
mochten, was mit den Angaben von Kluyver und Struyk in direktem 
Widerspruch steht. In einem derartigen Versuche haben wir eine mit 
Toluoldampf gesiittigte Luft durch einen mit Toluol gesiittigten Mace- 
rationssaft geleitet und hierbei eine 100 fache Vermehrung der lebenden 
Hefezellen im Verlaufe von 15 Stunden wahrgenommen. In Gegenwart 
einer bedeutenden Menge yon Kolloiden ist Toluol allem Anschein nach 
kein Antiseptikum. Was nun die wasserlislichen giftigen Stoffe wie 
Blausiure, Natriumfluorid, Sublimat und gar Chininchlorhydrat anbelangt, 
so tiben dieselben nach Buchner sofort eine vernichtende Wirkung auf 
die ,,zellfreie* Giirung aus. Nun ist zu beachten, daB namentlich Blau- 
siure die Wirkung der Proteasen nicht beeintriichtigt und auch Natrium- 
fluorid bei Untersuchungen iiber Fermente oft verwendet wird. Zu- 
sammenfassend ist also der SchluB zu ziehen, da® die ,,zellfreie* Giirung 
nur durch solche Giftstoffe nicht verhindert wird, die auch lebende 
Hefezellen und Bakterien in Gegenwart von Kolloiden schonen. Dab 
die Resistenz der lebenden Hefezellen unter diesen Verhiiltnissen eine 
sehr groBe ist, ersieht man daraus, da8 v. Euler und Barthel’) selbst 
nach 1'/, stiindiger Behandlung der trocknen Hefe mit absolutem Alkohol 
darin eine ziemlich normale Anzahl der lebenden Zellen gefunden haben. 
Die Behauptung Buchners, daB lebende Zellen beim Fiillen des PreB- 
saftes mit Alkohol ihr Leben sofort einbiiBen, ist demnach als irrig zu 
bezeichnen. 

Wir gelangen also zur SchluBfolgerung, daB das Verhalten 
von Trockenhefe und Hefesiften gegentiber antisep- 
tischen Stoffen besser mit der biologischen Theorie, 
als mit der Zymasetheorie der alkoholischen Girung 


ibereinstimmt. 


') Diese Zs. Bd. 159, S. 85 (1926). 
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2. Buchner weist aber daraufhin, daB die Anzahl der 
lebenden Hefezellen und Bakterien in giirfihigen Trockenhefe- 
priparaten und Hefesiiften auch in Abwesenheit antiseptischer 
Stoffe auBerst gering ist, da Hefeextrakte und Hefesiifte eine 
gewisse antiseptische Wirkung ausiiben sollen. Diese geriuge 
Hefemenge (etwa 1 mg in 40 ccm PreBsaft) kann nach Buchner 
keine nennenswerte Giirung erzeugen. Namentlich gegen diese 
Ansicht waren die in unserer XIII. Mitteilung beschriebenen 
Versuche gerichtet. 


Sie zeigen, daB 1 mg und gar noch bedeutend geringere Hefemengen 
in Gegenwart von Trockenhefe oder Hefesaft eine intensive Girung 
hervorrufen, welche die Gesamtleistung der genannten Priparate aus- 
machen kann. Diese Giirung dart nur zum Teil durch Hefevermehrung 
interpretiert werden: in einigen Fillen tritt nach Zusatz minimaler Hefe- 
mengen zu einem Dauerpriparat sofort eine intensive Giirung ein, indes 
dieselbe Menge der lebenden Hefezellen in reiner Zuckerlésung inaktiy 
bleibt. Dieselbe Erscheinung wurde in Mazerationssiften wahrgenommen 
und zwar hat in einigen Fallen gar keine Vermehrung der Hefezellen 
im Laufe des Versuchs stattgefunden. Kluyver und Struyk_ be- 
zeichnen eine so starke Stimulierung des Girvermégens einzelner Zellen 
als mystisch und unbewiesen. Demgegeniiber verweisen wir z. B. aut 
die Resultate der Versuche 17 und 24 der XIII. Mitteilung (S. 262 und 
263). Bedenkt man, da8 unsere Hefesuspension 1,0 einer Gewichtsmenge 
von etwa 5 mg in 20 cem Macerationssaft entspricht, so ersieht man, dal 
im Versuche 17 2,5 mg lebende Hefe 350 mg CO, lieferte, was als eine 
auBergewohnliche Leistung anzusehen ist. Auch im Versuche 24 hat 
7 mg Hefe 570 mg CO, produziert. In einer demnichst zu publizierenden 
Mitteilung werden neue Angaben beziiglich der Stimulierung der Giir- 
wirkung gemacht werden, doch geniigt das bereits vorhandene Materia! 
zur SchluBfolgerung, daB die Giirkraft der lebenden Zellen in Gegenwart 
einer groBen Menge des Inhalts der Hefezellen yon Buchner verkannt 
wurde, Er selbst hat Versuche ausgefiihrt, in denen 40 ccm Prebsatt 
mit 1g lebender Hefe versetzt wurde. In diesen Versuchen war keine 
stimulierende Wirkung des Saftes zu verzeichnen, was auch mit unseren 
unverOffentlichten Resultaten iibereinstimmt. Die Menge des in 40 ecm 
Hefesaft enthaltenen Stimulators ist niimlich héchstens fiir etwa 0,02 g 
Hefezellen ausreichend. Die Annahme Buchners, dab das Girvermégen 
der im Hefesafte vorhandenen Hetezellen und Bakterien in konzentrierten 
Lésungen nicht zur Geltung kommt, wurde dureb unsere Versuche iiber 
die Weise des Zuckerzusatzes entkriiftet. Wir haben wahrgenommen, 
da8 eine intensive Giirung nur in dem Falle einsetzt, wo der Zucker 
allmihlich in die Lésung iibergeht; eine hohe Zuckerkonzentration in 
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den oberen Schichten des Saftes wird hierbei durch die ziemlich schnelle 
Zuckervergiirung eine Zeitlang verhindert. Eine biologische Erklirung 
der Giirung ist in derartigen Fallen naheliegend. Dieser Einwand ist 
wohl nicht durch einen Hinweis auf andere méglichen Ursachen zuriick- 
zuweisen: es mu vielmehr nachgewiesen werden, dai die Weise des 
Zuckerzusatzes mit einem bestimmten Verhalten des Giirungsfermentes 
zusammenhiinet. 

Andere von Buchner zugunsten der Existenz der zellfreien Girung 
angefiihrten Beweise sind von untergeordneter Bedeutung. Das Zentri- 
fugieren des Hefesaftes wurde mittels einer zu schwachen Zentrifuge 
ausgefiihrt, die keine Abtrennung der lebenden Zellen bewirken diirfte. 
Die Filtration durch Bakterienfilter hatte eine erhebliche Verringerung 
der Girkraft des Saftes zur Folge. Wie bereits oben angegeben, ist 
eine einwandfreie Sterilisation mittels Bakterienfilter in manchen Fillen 
nicht zu erzielen. Versuche tiber Herstellung von getrocknetem Sift 
ohne Verminderung der Girkraft kénnen am besten durch die Wirkung 
der Jebenden Zellen erkliirt werden: wissen wir doch, dai Hefezellen 
und wohl auch Bakterien eine stundenlange Behandlung mit absolutem 
Alkohol oder Ather aushalten kénnen. 

Es ist also ersichtlich, daB die Existenz der zellfreien Girung 
schwach begriindet ist. Das Buch ,,Zymasegirung“ enthilt aber auBer- 
dem die Beschreibung einiger Tatsachen, die wohl besser durch die 
Theorie der vitalen Giirung, als durch die Zymasetheorie erklirbar sind. 
Vor allem ist der Umstand beachtenswert, den bereits Rubner!’) be- 
tonte: die Girung des PreBsaftes ist iuberst sehwach im Vergleich mit 
der Girung derjenigen Hefemenge, die zur Herstellung des Saftes ver- 
wendet wurde. Derselbe Einwand betrifft wohl auch den Macerations- 
saft sowie simtliche Priparate von Trockenhefe. Es gebiihrt Rubner 
das Verdienst, nachgewiesen zu haben, da8B auch der nach Herstellung 
des PreBsaftes gebliebene PreBkuchen ein nur iuBerst geringes Giir- 
vermégen besitzt. Buchner sucht dagegen zu zeigen, daB bei wieder- 
holtem Zerreiben des PreSkuchens mit Wasser nebst nachfolgendem 
Auspressen immer neue Portionen eines giirfiihigen Saftes gewonnen 
werden und zieht daraus den SchluB, daB beim ersten Auspressen nur 
ein geringer Teil der in zerriebener Hefe enthaltenen Zymase gewonnen 
wird. Diese Annahme ist schwer in Einklang zu bringen mit einer 
anderen Angabe Buchners, dai niimlich bereits beim ersten Aus- 
pressen etwa 60°/, des gesamten Zellinhaltes der Hefezellen in den 
PreBsaft iibergeht (Zymasegiirung 8. 65). Es ist auBerdem der Umstand 
héchst bemerkenswert, daB das Giirvermégen der verschiedenen sukzessiv 
ausgepreBten Saftportionen weder regelmivig abnimmt, noch zunimmt. 


eee eR 


') Die Erniihrungsphysiologie der Hefezelle bei alkoholischer Girung, 
S. 55 (1913). 
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So ergibt die Tab. IX C (Zymasegiirung §. 91) folgendes Resultat: | 
20 eem sukzessiv ausgepreBten Saftes lieferten nach 96 Stunden folgende 
CO,-Mengen: Saft 1: 0,66 g; Saft 2: 0,83 g; Saft 3: 0,46 g; Saft 4: 
0,95 g; Saft 5: 0,60 g. 

Diese bedeutenden und ganz unregelmibigen Schwan- 
kungen der Girkraft lassen sich wohl am besten dadurch er- 
kliren, daB die Zuckerverarbeitung nur durch lebende Zellen 
bewirkt wird. Die Menge der lebenden Hefezellen und Bak- 
terien ist aber selbstverstiandlich in verschiedenen Saftportionen 
nicht konstant; sie schwankt vielmehr unregelmiBig. 

Eine andere unbegreifliche Tatsache besteht darin, daB, laut den 
auf 5. 69—70 der ,,Zymasegiirung* gemachten Angaben, ein aus frischer 
Hefe mit Ather gewonneuer Saft girfihig sein soll. Da die ,,Zymase‘ 
sich mit Ather nicht extrahieren lift (sonst wire eine Extraktion der 
Hefe mit Ather im gewdéhnlichen Soxhletschen Apparate wohl die 
einfachste und bequemste Methode der Zymasedarstellung), so ist es 
kaum zweifelhaft, daB im vorliegenden Falle nur lebende Zellen titig 
waren, die vom Ather mitgerissen wurden. Dieselben werden denn 
auch durch Ather nur sehr langsam getétet. Die enorm groBe Wider- 
standsfiihigkeit der Hefezellen wird durch die nachstehende Mitteilung 
iiber Acetondauerhefe erliutert. 

Aus allen diesen Auseinandersetzungen ist wohl der Schluf 
zu ziehen, da die Existenz der zellfreien Garung bisher noch 
unbewiesen bleibt. 

Der gréBte Teil unserer eigenen Versuche wurde mit de: 
durch Bakterienfilter filtrierten Macerationssiften ausgefiihrt. 
Vor allem haben wir jedoch die beiden folgenden Beob- 
achtungen von Kostytschew, Medwedew und Kardo- 
Syssoiewa eingehend nachgepriift und bestitigt: 

1. Nach dem Trocknen der Hefe bei Zimmertemperatur 
erhilt man regelmiBig schwach giirende Mazerationssifte, wie 
es bereits Lebedew betonte, indes dieselbe Hefe nach dem 
Trocknen bei 28—30° intensiv giirende Safte liefert. In diesem 
Falle wird die Hefe beim Liegen im Thermostaten zuniichst 
feucht und das Trocknen dauert bedeutend linger als be! 
Zimmertemperatur. Die folgende Tabelle enthilt Resultate 
der Messungen der Giirkraft von Macerationssiften (zu je 20 ccm), 
die aus den bei ungleichen Temperaturen getrockneten Hete- 
portionen hergestellt wurden. Zu siimtlichen in dieser Mit- 
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teilung beschriebenen Versuchen verwenden wir eine reine 
Rasse der untergirigen Froberghefe, die uns vom Laboratorium 
der Brauerei Stenka Rasin in Leningrad iiberlassen wurde. 
Die Herstellung des Saftes geschah immer genau nach den 


Angaben von Lebedew und zwar wurde die Trockenhefe immer 
mit der 3fachen Wassermenge versetzt. 





oe ore Zucker Versuchsdauer C * 
in g (Stunden) in g 

Zimmertemperatur 8 120 0,17 
desgl. 8 120 0,20 
desgl. 8 120 0,01 
desgl. 2 120 0,02 

28° 8 17 2,37 

desgl. 8 17 2,48 
desgl. 8 77 2,14 
Zimmertemperatur 2 66 0,05 
desgl. 2 66 0,05 











2. Nach Zusatz von 8 g Zucker zu 20 ccm Macerations- 
saft erfolgt eine intensive Girung wenn man den Zucker sich 
ganz langsam auflésen laBt; sorgt man dagegen dafiir, daB 
der Zucker baldméglichst in die Liésung iibergeht, so findet 
entweder gar keine, oder nur eine schwache Girung statt. 
Hierbei ist auch gewoéhnlich eine langdauernde Induktions- 
periode zu verzeichnen. 

Nun gehen wir zur Beschreibung der Versuche mit filtrierten 
Saften tiber. Wir betonen ausdriicklich, daB weiter unten nur 
ein Teil der von uns ausgefiihrten Versuche wiedergegeben wird. 

Zur Filtration der Sifte verwendeten wir die gebriiuchlichen 
Bakterienfilter yon Chamberland (mittlere Porenweite). Sowohl die 
Filter selbst, als auch die simtlichen VersuchsgefiBe wurden im 
Autoklaven bei 120° sterilisiert. Der durch Bakterienfilter filtrierte 
Maceration:saft wurde in sterilen GefiBen aufgefangen und mittels 
sterilisierter Pipetten in sterilisierte Girkélbchen mit sterilem Rohrzucker 
umgefiillt. Diese Operationen erfordern freilich eine gewisse Erfahrung 
in mikrobiologischer Technik. Die Sterilisation der Giirkélbchen haben 
wir auf folgende Weise ausgefiihrt: ein jedes Kélbchen wurde mit 
fein gepulvertem, mit 1—2 cem Wasser getriinkten Rohrzucker versetzt 
und bei 120° sterilisiert. Nach einigem darauffolgenden Stehenlassen 
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verdunstet das Wasser und der Zucker scheidet sich in Form einer 
krystallinischen Kruste am Boden des Kélbchens aus. Eine Sterilisation 
des vollkommen trockenen Zuckers ist sehr unsicher. 

Nach einiger Ubung waren wir in der Lage, je nach Wunsch, 
entweder giirfihige, oder nicht giirfihige filtrierte Safte darzustellen. 
Einige Filter, wahrscheinlich diejenigen mit etwas weiteren Poren, lieferten 
in der Regel giirfiihige Siafte, andere, langsamer filtrierenden Filter, 
deren Poren wahrscheinlich enger waren, erlaubten uns nichtgirfihige 
Sifte zu erhalten. Daf hierbei namentlich die Porenweite die Haupt- 
rolle spielt, ersieht man aus dem Verhalten eines und desselben Filters 
am Anfang und am Ende der Filtration. Oft ist die erste, schnell 
filtrierte Saftportion giirfihig. Ubertrigt man alsdann die Kerze unter 
aseptischen Kautelen auf ein anderes Gefi®, so erhilt man die zweite, 
langsam filtrierte und nicht giirfiihige Saftportion. Die Annahme, dab 
am Ende der Filtration die Kerze als Ultrafilter wirkt und also das 
»Girungsferment zuriickhalt, ist entschieden abzulehnen, da der filtrierte 
Saft eine enorm groBe Menge von Eiweif und Invertase enthilt. Mehrere 
nicht giirfahigen Saftportionen wurden Monate lang sowohl bei Zimmer- 
temperatur, als bei 25—30° belassen und offenbarten hierbei keine Spur 
einer Girung. 

In simtlichen weiter unten beschriebenen Versuchen haben 
wir ein jedes Garkélbchen mit 20 ccm Macerationssaft versetzt. 
Der durch Maceration dargestellte Saft wurde immer in zwei 
Portionen geteilt. Die eine Portion wurde ohne Filtration 
durch Bakterienfilter und zwar unter Zusatz von 0,3 ccm 
Toluol zum Versuch verwendet, die andere Portion wurde 
durch Bakterienfilter filtriert und unter aseptischen Kautelen 
behandelt. Die filtrierten Portionen wurden nicht mit Toluol 
versetzt. Siimtliche Versuche wurden bei Zimmertemperatur 
ausgefiihrt. Die Messungen der Girungsintensitit bewerk- 
stelligen wir nach der gravimetrischen Methode, indem die 
Girkélbchen mit dem Meisslschen VerschluB versetzt wurden. 


Versuch 1. 








Zucker} CO, in g nach Stunden 




















Saftportion ; , - ane 
7s) 26) at @ | ee 
Nicht filtriert 2... 0. 8 0,50 | 1,60 | 216 | 242 
Erste Portion, schnell filtriert 8 01S | 044 | 053 5 — 
Zweite Portion, durch dieselbe | 
Kerze langsam filtriert . . 8 0,00 | 0,00 | 0,00 | — 
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Versuch 2. 
Zucker CO, in g nach Stunden 
Saftportion Lnpaebeieanee aa 
q 





= | 12 24 46 | 68 | 85 





Nicht filtriert 8 0,60 2,04 3,04 oer — 

Schnell filtriert 8 0,05 0,24 0,45 0,63 | 0,76 

Z 8 Spur | 0,14 | 0,22 | 0,28 | 0,29 
8 0,00 0,00 0,00 0,00 ps 














Langsam filtriert 


In diesem Versuche geriet die durch Bakterienfilter nicht 
filtrierte Saftportion sofort in lebhafte Garung, indes die beiden 
schnell filtrierten Saftportionen desselben Saftes eine ziemlich 
lange Induktionsperiode zeigten. Kluyver und Struyk be- 
haupten, daB die Induktion immer auf Mangel an Hexosephos- 
phat zuriickzufiihren ist. Im vorliegenden Falle sollte also das 
Hexosephosphat im Porzellanfilter zuriickgehalten werden, indes 
KiweiBstoffe und Fermente dasselbe Filter in groBen Mengen 
passierten. Die Unwahrscheinlichkeit einer derartigen Annahme 
bedarf wohl keiner niheren Erliuterung. 











Versuch 3. 
CO, in g nach Stunden 
Saftportion ae Lh CL . 
22 40 
Nicht filtriert . . . . 8 0,79 1,29 
Nicht filtriert 8 0,71 1,14 
Langsam filtriert. . . 8 0,00 0,00 
Langsam filtriert . 8 0,00 0,00 








Versuch 4. 
Die Hefe, aus welcher der Saft bereitet wurde, haben wir bei Zimmer- 
temperatur getrocknet. 

















Zucker CO, in g nach Stunden 
Saftportion - , a 

m6 2 § 50 | 140 
Nicht filtriet |... : 003 | «0,06 «| (O62 
Nicht filtriet . . . . 2 0,03 | 0,06 | 0,65 
Langsam filtriert . . . 2 0,00 | 0,00 | 0,00 
Langsam filtriert . . . 2 0,00 § 0,00 | 0,00 
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Versuch 5. 
7 CO, in g nach Stunden 
Saftportion Zucker in g | 7 
26 | 77 
Nicht filtriert 8 0,91 2,37 
Nicht filtriert 8 1,02 2,48 
Nicht filtriert 2 0,58 0,73 
Schnell filtriert 8 0,48 1,48 
Schnell filtriert 8 0,59 1,56 
Versuch 6. 
CO, in g nach Stunden 
Saftportion Zucker in g og ie 
24 | 42 
Nicht filtriert 8 1,63 | 2,26 
Langsam filtriert . 8 0,00 | 0,00 
Langsam filtriert . 8 0,00 | 0,00 
Langsam filtriert . 8 0,00 | 0,00 








Die Resultate dieser ersten Versuchsserie liefern bereits 
schwerwiegende Einwainde gegen die Annahme der Existenz 
der zellfreien Garung im Macerationssafte. Die Filtrations- 
versuche kénnen selbstverstiindlich die Zymasetheorie nur in 
dem Falle bestitigen, wo es regelmaBig gelingt, giirfaihige fil- 
trierte Safte zu erhalten, Ist es doch allgemein bekannt, dafi 
die sogenannte ,kalte Sterilisation’ nicht immer zuverlissig 
ist und groBe Vorsicht erfordert. Unsere Versuche zeigen, dal 
die Filtrate bei geniigend enger Porenweite und langsamer 
Filtration steril bleiben und keine Giarung hervorrufen, wogegen 
bei schneller Filtration Girung einsetzt, die wohl auf Bakterien- 
wirkung zuriickzufiihren ist, wie es auch in anderen analogen 
Fallen beschrieben worden war: bei schneller Filtration kénnen 
bekanntlich Bakterien leicht durchgetrieben werden. Die Schlub- 
folgerungen von Kluyver und Struyk, die auf einem einzigen 
Filtrationsversuch fuBen, sind also sicherlich iibereilt. Die An- 
hinger der Zymasetheorie miiBten mindestens experimentel! 
nachzuweisen versuchen, daB entweder das Ferment selbst, oder 
das Co-Ferment im Bakterienfilter zuriickgehalten wird, wihren( 
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andere Hefefermente sowie Kiwei8stoffe ungehindert durchgehen. 
Solange solche Nachweise fehlen, ist man nicht berechtigt, 
von einer zellfreien Garung im Macerationssafte zu 
sprechen. 

Derartige Versuche sind aber bereits iiberfliissig, denn 
unsere zweite Versuchsserie hat den Nachweis dafiir erbracht, 
da die Garung des Mazerationssaftes sicherlich ein biologischer 
Vorgang ist. Nachdem wir uns davon vergewissert haben, daf 
wir je nach Wunsch, entweder girfihige, oder nicht girfahige 
filtrierte Macerationssifte darstellen kénnen, schritten wir zu 
Impfungsversuchen. Ks zeigte sich, daB die Girung des Mace- 
rationssaites sich tiberimpfen 1liBt. Vorerst haben wir die 
filtrierten, nicht giirfihigen Saftportionen mit dem nicht filtrierten 
Saft geimpft. 

Versuch 7. 

Kine nicht girfahige Saftportion A des Versuchs 6 wurde mit ein 
paar Kubikzentimetern des nicht filtrierten Saftes aus demselben Ver- 
such geimpft und im Brutschrank bei 28° belassen. Nach einer etwa 


60 Stdn. dauernden Induktion geriet der geimpfte filtrierte Saft in Gi- 
rung, deren Verlauf durch die folgende Tabelle erliutert wird. 


Kolben A. 
Stunden 66 86 111 135 155 227 
CO, in g 0,00 0,28 1,07 1,53 1,98 2,46 


Die gleichzeitig im Brutschrank belassenen nicht geimpften Por- 
tionen des nicht girfihigen Saftes blieben steril und bewirkten keine 
Girungserscheinungen. Nun haben wir frische Portionen des nicht giir- 
fihigen Saftes hergestellt, 3 Kélbchen B, C und D zu je 20cem Saft 
und 8g Rohrzucker mittels einer Platinnadel von der geimpften, im 
Verlaufe von 160 Stdn. gegorenen Saftportion A geimpft und im Brut- 
schrank bei 28° stehengelassen. Dann wurde die Saftportion A zur 
Alkoholbestimmung nach der Methode von Nicloux verwendet; der 
Alkoholgehalt war gleich 2,4g. Die zuerst geimpfte Saftportion hat 
also 2,5 g CO, und 2,4g Alkohol erzeugt, was mit der Gleichung der 
alkoholischen Girung gut iibereinstimmt. Weder mikroskopisch, noch 
durch Impfung der Bierwiirze-Gelatineplatten konnten Hefezellen in 
diesem Safte nachgewiesen werden. 

Die drei mit minimalen Saftmengen der Portion A geimpften nicht 
girfihigen Saftportionen B, C und D gerieten nach einer lange dauern- 
den Induktionsperiode in Giéirung, deren Verlauf durch die folgende 
Tabelle erliutert wird. 


5 * 


| — 
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Kohlendioxyd in g nach Stunden 
Saftportion , , 
31 | 56 7606S | = 100s |S 1284 
B 0,04 = 0,87 0,88 1,10 1,55 
C 051 | O78 | 417 1,33 | 1,50 
D 131 1,56 | 1,93 202 | 2,07 


Die Alkoholbestimmungen in C und D lieferten folgende Resul- 
tate: C=1,3 g) D=1,8 g (der Alkohol wurde zweimal destilliert, und 
zwar das zweitemal aus schwach-alkalischer Lésung). Diese Zahlen 
stimmen mit der Gleichung der alkoholischen Girung ziemlich gut 
iiberein, Die nicht geimpften Portionen desselben filtrierten nicht giir- 
fiihigen Saftes, die sich gleichzeitig mit den geimpften Portionen im 
Brutschrank befanden, zeigten keine Spur der Girung. 

Obige Versuche zeigen, daB in filtrierten nicht girfahigen 
Siiften alle fiir die Girung notwendigen Bedingungen vorhanden 
waren; es fehlte nur das Girungsagens. Sobald dasselbe aut 
der Spitze einer Platinnadel eingetragen worden war, ent- 
wickelte sich eine kraftige Girung. Von einem Mangel an 
Hexosephosphorsiure oder Co-Ferment konnte also im vor- 
liegenden Falle wohl nicht die Rede sein. Auch waren Hefe- 
zellen in geimpften Siften sicherlich nicht vorhanden; dieselben 
konnten weder mikroskopisch, noch durch Impfung der Bier- 
wiirze-Gelatineplatten entdeckt werden. 

Wir haben auBerdem eine Anzahl von Versuchen aus- 
getiihrt, in denen filtrierte girfahige Macerationssifte zur 
Impfung der ebenfalls filtrierten, aber nicht girfihigen Siafte 
dienten. Es seien hier die Resultate einiger derartigen Ver- 


suche wiedergegeben. 
Versuch 8. 

20cem des filtrierten giirfihigen Saftes lieferten mit 4 g Rohrzucker 
folgende CO,-Mengen: 

Nach 24 Stdn. 0.57 g, nach 48 Stdn. 0,82 g, nach 70 Stdn. 0,97 g. 

Nach 24 Stunden wurde eine nicht giirfihige Saftportion mit etwa 
1 ecm der obigen giirfihigen Portion geimpft und lieferte folgende CQ,- 
Mengen bei Zimmertemperatur: 





Kohlendioxyd in g nach Stunden 
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Eine andere nicht girfihige und nicht geimpfte Saftportion (von 
derselben Filtration wie die geimpfte) lieferte im Verlaufe von 120 Stdn. 
keine Spur von CQ,. 

Versuch 9. 

Der filtrierte nicht girfahige Saft wurde in mehrere Portionen zu 
je 20cem geteilt. Einige Portionen wurden mit dem filtrierten gir- 
fiihigen Safte geimpft, die anderen dienten als Kontrolle. Simtliche Saft- 
portionen wurden mit je 8 g Rohrzucker versetzt. Die Impfung geschah 
nach allen Regeln der bakteriologischen Technik. Die girfiihige Saft- 
portion hat folgende CO,-Mengen ausgeschieden: 


Nach 24 Stdn. 0,22 g, nach 50 Stdn. 0,39 g, nach 75 Stdn. 0,51 g. 


Nach 75 Stdn. wurde ein Kélbchen A mit dem nicht girfahigen 
Safte geimpft. Nach einiger Zeit setzte Girung ein und es wurden 
folgende CO,-Mengen gemessen: 


Nach 25 Stdn. 0,15 g, nach 50 Stdn. 0,20 g, nach 73 Stdn. 0,26 g. 


Dieses Kélbchen A diente alsdann zur Impfung eines anderen 
Kdlbchens B mit dem nicht giirfaihigen Safte. Zur Impfung wurde 1 ccm 
vom Saft A ins Kélbchen B eingetragen. Am selben Tage geriet der 
Saft B in Garung und lieferte folgende CO,-Mengen: 


Nach 24 Stdn. 0,05 g, nach 48 Stdn. 0,25 g, nach 72 Stdn. 0,41 g. 


Die nicht geimpften, als Kontrolle belassenen Portionen desselben 
tiltrierten nicht girfihigen Saftes lieferten keine Spur von CO,. Auch 
fiuBerlich waren an ihnen keine Spuren der Girung zu verzeichnen. 


Versuch 10. 


Mehrere Portionen des filtrierten Saftes zu je 20cem. Der nicht 
girfihige Saft wurde in 10 Kélbchen verteilt und einige von diesen 
Kélbchen dienten zu Impfungsversuchen. Die als Kontrolle gebliebenen 
Kélbchen zeigten am SchluB des Versuchs nicht die geringsten Merk- 
male der Girung. Die filtrierte girfihige Saftportion hat im Verlaufe 
der ersten 20 Stdn. 0,30 g CO, gebildet. Nun wurden zwei nicht gir- 
fihige Kélbchen geimpft, und zwar A mit 4g und B mit 2g Rohrzucker. 
Zur Impfung haben wir in beide Kélbchen je 1 cem Saft des giirenden 
Kélbehens eingetragen. Beide Kélbchen gerieten in Girung: 





Kohlendioxyd in g nach Stunden 
is | 40 | 64 | 88 | 115 | 185 | 195 


A) | 002 0,11 | 0,36 | 0,50 | 063 0,75 | 1,10 


B 0,04 0,23 ee ee ee a 





~~ 





1) Ein anderes gleichzeitig geimpftes Giirkélbchen A’ lieferte nach 
200 Stunden 1,4 g CO, und 1,4 g Alkohol. Es lag also richtige alko- 
holische Giirung vor. (Anmerkung bei der Korrektur.) 


J ; 
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Nach 40 stiindiger Giirung wurde noch ein nicht girfiihiges Kélb- 
chen C mit 1eem des Saftes B geimpft. Die Girung hat erst nach 
einer Induktionsperiode eingesetzt. 




















te Kohlendioxyd in g nach Stunden 
a Gs cesta er a 

244 6|C~C 48 —Cid|C CdS 

C 0,01 0,03 | 0,10 0,22 





Nach 95 Stunden wurde die Giirung abgebrochen, um noch ein 
Kélbechen D mit dem nicht giirfiihigen Safte zu impfen. Dieser Sait 
wurde frisch bereitet, da die im Verlaufe einer langen Zeit stchen ge- 
blisbenen nicht giirenden Saftportionen sich nicht so leicht wie die 
frischen impfen lassen. Es wurden selbstverstindlich andere Portionen 
des Saftes D als Kontrolle ungeimpft gelassen. Dieselben zeigten keine 
Merkmale der Giirung und ihr Gewicht veriinderte sich nicht. Noch ein 
Kélbchen E mit frischem Safte wurde mit dem Safte A geimpft. Zur 
Impfung von PD dienten 5 Tropfen des Saftes C. Der Saft D wurde 
nicht mit 2g Rohrzucker, sondern mit 1g Traubenzucker versetzt. 








Kohlendioxyd in g nach Stunden 

















50 | 92 140 
D 008 | 024 | 0,43 
E 0,08 | 0,28 0,36 


Ks ist hervorzuheben, da derartige Impfungsversuche 
nicht immer gut gelingen. In einigen Fallen beginnen die 
nicht geimpften Kontrollportionen schwach zu giiren, wodurch 
der ganze Versuch entwertet wird, in anderen Fallen beginnt 
keine richtige Giirung in den geimpften Portionen. Man be- 
obachtet hierbei eine schwache CO,-Ausscheidung, die nach 
einiger Zeit sistiert wird. Jedermann, der sich mit bakteriellen 
Girungen befaBte, wei’, daB dies eine hiufig vorkommende 
Erscheinung ist, die auch bei Darstellung der reinen Kulturen 
wahrgenommen wird. Diejenigen aber, die den Wert der 
negativen Resultate demjenigen der positiven gleichstellen und 
die im Laufe der letzten Jahre ausgefiihrten Untersuchungen 
retten wollen, kiénnten leicht einzelne negative Resultate der 
Impfungen erhalten und dadurch die Existenz der zellfreien 
Giirung ,bestitigen“. In Wahrheit wiirde hierbei nur der 
Mangel an Erfahrung in mikrobiologischer Technik offenbart. 
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Als allgemeine Regeln der Impfungen kénnen wir folgende 
empfehlen. Zur Impfung muB ein Saft verwendet werden, 
dessen Giarungsintensitit noch steigt. Ist dagegen die Girung 
schon beendet, so ist der Saft zur Impfung wenig geeignet. 
Da die durch Bakterienfilter filtrierten girenden Sifte ziemlich 
schwach giiren, so mu man zur Impfung eine nicht zu geringe 
Menge des filtrierten girfihigen Saftes verwenden, wie es 
iibrigens bei Untersuchungen iiber bakterielle Girungen im 
allgemeinen empfehlenswert ist. Die zu impfenden nicht giir- 
fihigen Safte miissen am besten mit geringen Zuckermengen 
versetzt und frisch bereitet werden, da sie beim lange dauernden 
Stehenlassen wahrscheinlich Verainderungen erleiden, welche 
die Entwicklung der Girung erschweren. 

Die Resultate unserer Impfungsversuche lassen kaum 
Zweifel dariiber bestehen, daB die Girung der durch Bakterien- 
filter filtrierten Macerationssifte, ebenso wie die Giirung der 
nicht filtrierten Siafte, ein biologischer Vorgang ist. Im Ver- 
suche 10 konnte z. B. nach der ersten Impfung nur '/,,, nach 
der zweiten Impfung 7/,,, und nach der dritten Impfung 
héchstens 3/,, 59, der im girfahigen Safte vorhandenen Stoffe 
wirksam sein, die Girkraft war aber in geimpften Saften un- 
gefihr gleich derjenigen des urspriinglichen girfihigen Saftes. 
Das von uns verwendete Verfahren ist iibrigens identisch mit 
demjenigen, das in klassischen Versuchen Pasteurs zum 
Nachweis der bakteriellen Natur der Infektionskrankheiten ge- 
fiihrt hat. 

Impfungen der Bierwiirzegelatine, des Hefewassers mit 
Zucker und des Peptonagars lieferten keine Entwicklung der 
girungserregenden Mikroben. Die Zymase wurde bereits mit 
so eigenartigen Kigenschaften angebunden, daB die fanatischen 
Anhinger der zellfreien Girung vielleicht noch die Ansicht 
von einem sich autokatalytisch vermehrenden Ferment ent- 
wickeln kénnten. Um derartigen phantastischen Hypothesen 
von vornherein zuvorzukommen, teilen wir mit, daB wir lebende 
Girungserreger aus den filtrierten Saften bereits isoliert haben. 
Die diesbeziiglichen Versuche werden den Inhalt einer anderen 
Mitteilung bilden. 
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Zusammenfassend ist also der SchluB zu ziehen, 
da8 die Girun g der Macerationssafte eine bakterielle 
Girung ist. Es liegen keine Griinde vor zur Annahme 
einer zellfreien Girung im Hefemacerationssaft. 


Anhang. 


Das Manuskript der vorliegenden Mitteilung wurde bereits 
abgefaBt, als der Aufsatz von Lebedew’) erschien. Der Ver- 
fasser sucht zu beweisen, daB die Einwande von Kostyt- 
schew, Medwedew und Kardo-Syssoiewa (a. a. QO.) gegen 
die Existenz der zellfreien Garung im Hefemacerationssaft 
nicht stichhaltig seien. Wir wollen die Ausfiihrungen Lebe- 
dews nicht eingehend beantworten, da er irrtiimlicherweise 
annimmt, daB wir die Girung des Macerationssaftes ausschlieB- 
lich den darin enthaltenen lebenden Hefezellen zuschreiben 
und sich bestrebt, diese Annahme zu widerlegen. Bereits in 
der XIII. Mitteilung wurde aber mit Nachdruck darauf hin- 
gewlesen, daB die Girung des Macerationssaftes im wesent- 
lichen eine bakterielle Gairung ist. Durch die in vorliegender 
Mitteilung dargelegten Versuche wird die bakterielle Natur 
der Garung der Macerationssafte bestitigt. Kinige andere 
Angriffe Lebedews wurden in der obigen Darlegung bereits 
beantwortet. Nur folgende Punkte bediirfen einer Erliuterung. 

1. Der Verfasser schreibt, daB ,niemand daran denkt, die 
Trockenhefegirung als zellfreie hinzustellen“ (a. a. O. S. 89). 
Dabei irrt er sich, da viele Forscher die Trockenhefegirung 
als einen im wesentlichen fermentativen Vorgang betrachteten. 

2. Lebedew gibt selbst zu, daB im Macerationssaft zu- 
weilen lebende Hefe sich spontan entwickelt, und zwar in 
Gegenwart von Toluol (a. a. O. S. 92—93). Der Vertasser be- 
merkt hierzu, daB ,,Toluol ziemlich schwach wirkt‘. Nun 
wurden alle friiheren Versuche, sowohl von Buchner und 
seinen Mitarbeitern, als von Lebedew selbst namentlich mit 
Toluol, also in Gegenwart der sich vermehrenden Hefen und 
Bakterien ausgefiihrt. 

3. Den Einflu8 der Weise des Zuckerzusatzes sucht 





) Diese Zs. Bd. 173, 8. 89 (1928). 
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Lebedew dadurch zu erkliren, daf, nach seinen Erfahrungen, 
die Geschwindigkeitskonstante der zellfreien Garung bei hohen 
Zuckerkonzentrationen geringer ist als bei niedrigen Zucker- 
konzentrationen. Dies ist jedoch keine Erklirung, denn erstens 
iibersieht der Verfasser, da8 seine Bestimmungen der Girungs- 
geschwindigkeit, unserer Meinung nach, ebenfalls nicht mit 
Girungsferment, sondern mit lebenden Bakterien ausgefihrt 
worden waren, zweitens veraindert sich die Konstante ungefaihr 
im Verhialtnis 1:10, indes die Unterschiede der Girungsintensitit 
bei ungleicher Weise des Zuckerzusatzes von ganz anderer 
Ordnung sind: manchmal findet bei schneller Auflésung von 
8g Zucker in 20 ccm Saft iiberhaupt keine Girung statt, 
wihrend bei langsamer Zuckerauflésung CO, grammweise pro- 
duziert wird. Die Geschwindigkeitskonstante hat mit solchen 
Erscheinungen wohl nichts zu tun. 

4. Lebedew sagt, da& wir behaupten, daB man jeden 
unwirksamen Saft durch Zusatz des Kochsaftes in einen wirk- 
samen verwandeln kann. Dies ist unrichtig und widerspricht 
unserer Auffassung des Wesens der Saftgirung. Sifte, welche 
sehr bakterienarm sind, kénnen, unserer Meinung nach, keines- 
wegs in wirksame verwandelt werden. Obergirige Hefe haben 
wir tiberhaupt nicht untersucht. 

5. Zum Schlu8 teilt Lebedew die Resultate der neuen 
Versuche mit, welche zeigen, daB die bei 35—45° im Venti- 
latortrockenschrank im Verlaufe von 5 Stunden getrocknete 
Hefe bedeutend schwicher giirende Macerationssifte liefert 
als dieselbe Hefe, die 24 Stunden bei 28—32° ohne Luftzug 
getrocknet wurde. Der Verfasser erblickt darin einen Wider- 
spruch mit unseren SchlufSfolgerungen. Diese Resultate bilden 
aber im Gegenteil eine neue Stiitze unseres Standpunkts, denn 
fiir die reichliche Entwicklung der Bakterien ist in erster Linie 
die Dauer des Trocknens von Belang. Im Ventilatortrocken- 
schrank wird die Hefe auBerdem nicht feucht, was im nicht 
ventilierten Trockenschrank immer der Fall ist. Namentlich 
wihrend des Trocknens entwickeln sich Bakterien auf feuchten 
absterbenden Hefezellen. 





Kurze Mitteilung tiber das Schicksal der o-Nitrozimtsdure 
im Hundeorganismus 


Von 
Anast. A. Christomanos. 


(Aus dem Institut fiir organische Chemie der Universitat Athen.) 





(Der Redaktion zugegangen am 23, Marz 1928.) 


Schon Hoppe-Seyler!?) berichtete, da& nach Eingabe per 
os von o-Nitrozimtsiiure beim Hunde keine pharmakologischen 
Kinwirkungen beobachtet wurden. Im Harne war die Indoxyl- | 
schwefelsiiure nie vermehrt. Hoppe-Seyler fand nach Hin- | 
dampfung des Harnes und mit nachfolgender Atherextraktion 
eine in Nadeln krystallisierende Substanz, die ihrer geringen 
Menge wegen nicht weiter untersucht werden konnte. 

Wir verabfolgten Hunden per os o-Nitrozimtsiure, um , 
deren Ausscheidung, eventuell um eine im Organismus statt- 
findende Chinolinringbildung zu studieren. In diesem Falle 
dachten wir an eine Vermehrung der Kynurensiure. Die Ky- 
nurensiiure war nie vermehrt gefunden worden. Dagegen 
konnten wir feststellen, daB nur ein kleiner Teil der ein- 
gefiihrten o-Nitrozimtsiiure im Harn erschien neben kleinen 
Mengen o-Nitrohippursiiure. Die Methodik sei kurz erwihnt | 
folgende: Der Harn wurde verdampft bis zur Sirupkonsistenz, 
mit 96°/,igem heiBen Alkohol ausgezogen. Der Alkohol ver- 
dunstet. Der Riickstand in Wasser gelést, erhitzt und mit 
Tierkohle digeriert, filtriert und mit verdiinnter Schwefel- 
siiure versetzt. Es scheiden sich dabei veriistelte, nadel- 
férmige Krystalle der o-Nitrozimtsiure aus. Sie werden als 
solche erkannt durch ihre charakteristische Blaufirbung mit 


') Diese Zs. Bd. 8, S. 83 (1885). 


. 
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konzentrierter Schwefelsiure, ihren Schmelzp. 240° und ihrer 
Léslichkeit in Alkohol, Unléslichkeit in Wasser und Petrol- 
ther. Das Filtrat wird mit Ather ausgeschiittelt. Der Ather 
verdunstet, mit Petrolather aufgenommen, filtriert und der 
Petrolither verdunstet. Der Riickstand wird in wenig warmem 
Wasser gelést und der Krystallisation iiberlassen. Es scheiden 
sich kleine, rhombische langliche, blittchenformige Krystalle aus, 
welche durch Schmelzpunkt und Analyse als o-Nitrohippur- 
sure identifiziert werden konnten. 

Pharmakologisch lieB sich eine voriibergehende Blutdruck- 
senkung, beim Hunde an der Carotis gemessen, nach intra- 
vendsen Gaben von o-Nitrozimtsiiure (0,0153 g) nachweisen. 
Bei der Zimtsiiure, selbst in 2facher Dosis, wurde eine der- 
artige Wirkung nicht beobachtet. 

Ks seien einige Versuche tiber die zur Ausscheidung 
kommenden Mengen o-Nitrozimtsiure und o-Nitrohippursiure 
erwiihnt, 


Versuch 3. 


— o-Nitrozimtsiure o-Nitrohippursiiure 
in g in g 
14. XII. 1927 
3,9 g per OS 
Nitrozimtsiure 
15. XIL. 1927 0,328 0,08 
16. XII. 1927 Spuren 0,04 


Versuch 5. 
20. XII. 1927 


4,0 g per os 
Nitrozimtsiiure 
21. XII. 1927 0,391 0,09 
22. XII. 1927 0,28 0,05 


23, XII. 1927 Spuren Spuren 











Uber die Einheitlichkeit des Kaseins. 
Vorlaufige Mitteilung. 
Von 


K. Linderstrem-Lang. 





(Aus dem Carlsberg Laboratorium. Kopenhagen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Marz 1928.) 


Im AnschluB an die neuen Forschungen iiber Fraktionierung 
der Serumproteine von S. P. L. Sorensen?) und des Kaseins 
von K. Linderstrem-Lang und S. Kodama?) wurde eine 
Fraktionierungsmethode fiir Kasein gefunden, die darin besteht, 
daB Kasein mit sehr verdiinnter, alkoholischer Salzsaure bei 
70° extrahiert wird. 

Das Kasein wurde aus frischer, zentrifugierter Milch durch 
Fallung mit verdiinnter Salzsiure dargestellt, mit Wasser sorg- 
faltig gewaschen, mit Alkohol und Ather getrocknet. Es léste 
sich klar in Natronlauge, die Lésung gab eine kaum nach- 
weisbare Reaktion nach Molisch (Abwesenheit von Zucker) 
und hinterlieB nach Fallung mit Salzsiure bis zum _isoelek- 
trischen Punkte ein wasserhelles Filtrat, welches beim Sieden 
kaum eine Triibung gab (Abwesenheit von Albumin und 
Globulin’. 

Das so dargestellte Kasein (K,) wurde in der Wirme 
(50°—70°) mit der zwanzigfachen Menge n/500—n/1000, 60°/, 
alkoholischer Salzsiure behandelt. Dadurch wurde ein Teil 
gelést und konnte durch Filtrierung oder Zentrifugierung vom 
Bodenkérper getrennt werden. Dieser wurde wieder mit 


') Comptes-rendus du Laboratoire Carlsberg; Vol. 15; Nr. 11 (1923). 
*) Comptes-rendus du Laboratoire Carlsberg; Vol. 16; Nr. 1 (1925). 
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alkoholischer Salzséure behandelt, und der ProzeB wurde mehr- 
mals wiederholt, wodurch man eine Reihe von sauren, alkoho- 
lischen Loésungen gewinnen konnte, die mit Natronlauge Nieder- 
schlige gaben, welche abfiltriert, gewaschen und mit Alkohol 
und Ather getrocknet werden konnten: 4 Fraktionen i em 
K,, K,, welche 20°/,, 5°/,, 2°/, und 53°/, des urspriinglichen 
Kaseins ausmachten. Die Filtrate der Fallungen mit Natron- 
lauge wurden in Vakuum eingedampft um den Alkohol zu 
entfernen. Dadurch schieden sich noch Bodenkérper aus, 
gewaschen und getrocknet: 2 Fraktionen, K, und K,: 3°/, 
und 0,5°/, des Kaseins. 

SchlieBlich wurde der nach den Extraktionen zuriick- 
gebliebene, saure, unlésliche Rest in 60°/, Alkohol ausgerihrt 
und mit Natronlauge bis p,, 4,7 gefiihrt. Der jetzt leicht 
abtrennbare Niederschlag wurde abfiltriert, gewaschen und 
getrocknet: eine Fraktion K, = 15°/, des Kaseins. 

Die chemische Zusammensetzung dieser Fraktionen war 
eine sehr verschiedene. (Hinsichtlich der analytischen Belege 
muB auf eine ausfiihrliche Zusammenstellung, die in der 
nichsten Zeit in den Comptes-rendus du Laboratoire Carlsberg 
erscheinen wird, hingewiesen werden.) Der Gehalt an Phosphor 
schwankte so von etwa 0,15°/, (K,) bis 1,0°/, (K,), der an 
Tryptophan von 1,4°/, (K,) bis 2,3°/, (K,), der an Tyrosin von 
3,8°/, (K,) bis 6,1°/, (X,). Kleinere aber sichere Variationen 
wurden im Gehalt an Arginin, Monoaminodicarbonsiuren und 
Lysin gefunden, Variationen, die mit den physikalischen Kigen- 
schaften der Fraktionen gut vereinbar waren. 

Um die Reversibilitit der Fraktionierung zu priifen, wurde 
eine Probe des urspriinglichen Kaseins mit alkoholischer Salz- 
siure energisch behandelt, die Ausziige nicht getrennt, sondern 
mit dem Bodenkérper zusammengegossen, die Mischung mit 
der berechneten Natronlaugemenge versetzt und im Vakuum 
eingedampft, bis aller Alkohol entfernt war. Die so gewonnene, 
wibrige Kaseinsuspension wurde mit dem urspriinglichen Kasein 
verglichen, und man fand, daB die zwei Stoffe hinsichtlich 
folgender charakteristischen Kigenschaften innerhalb des Ver- 
suchsfehlers vollkommen identisch waren. 
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1. Drehungsvermégen bei p,, 7. 

2. Léslichkeit in 60°/, Alkohol bei 70° und p,, 4,7. 

3. Léslichkeit in waiBrigen Lésungen von HCl und NaC). 

4. Basebindungsvermégen. 

5. Formoltitrierbarkeit. 

U0. Fallbarkeit durch Kalksalze bei p,, 7. 

7. Geschwindigkeit der Koagulation durch Lab bei p,, 7 

8. Geschwindigkeit der Spaltung durch Trypsin- Kinase. 

9. Verteilung des Phosphors und Stickstoffs zwischen 
Bodenkérper und Lésung bei der Koagulation durch Lab. 

Auf der anderen Seite zeigten die einzelnen Fraktionen 
so groBe und charakteristische, den Unterschieden der chemischen 
Zusammensetzung entsprechende Verschiedenheiten, daB die 
Nichteinheitlichkeit des Kaseins wohl als sichergestellt betrachtet 
werden kann. 

Uber Einzelheiten sei auf die Hauptarbeit hingewiesen. 
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Uber die oxydationskatalytische Wirkung des Eisens. 


Von 


Hans Handovsky. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Mirz 1928.) 


DaB Eisenionen Oxydationen katalytisch beeinflussen kénnen, 
ist unbestritten. Auch biologische Oxydationen werden durch 
Zusatz von Kisenionen beschleunigt. Uber den Mechanismus 
hat man sich verschiedene Vorstellungen gemacht (vgl. z. B. die 
Diskussion bei Harrison).') Unbekannt ist, ob Eisen auch in 
anderer Form katalytisch wirkt und in welcher es endgiiltig 
vorliegen mub, um diese Oxydationen zu katalysieren. Warburg”), 
der die Theorie vertritt, daB Eisen der einzige autoxydable 
Zellbestandteil ist, nimmt an, daB ,das Atmungsferment die 
Summe aller katalytisch wirksamen Kisenverbindungen, die in 
der Zelle vorkommen“ darstelle; er sagt also nichts Niheres 
dariiber aus, ob es eine oder mehrere bestimmte LKisen- 
verbindungen in der Zelle gibt, die Verbrennungen in ihr be- 
schleunigen, wohl aber nimmt er an, daB der Sauerstoff dadurch, 
da8 er mit dem Eisen reagiert, aktiviert wird. Baudisch‘) 
glaubte einen solchen Verbindungstypus gefunden zu haben, 
der u. a. auch in Mineralwissern vorkommen soll; doch ist er 
fiir diese von seiner Annahme wohl auch selbst bereits zuriick- 
gekommen (vgl. Heubner)‘); man darf daraufhin auch gegen- 
liber seinen iibrigen Argumenten zuniichst noch eine abwartende 
Haltung einehmen. 
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DaB es besondere, die zelluliren Verbrennungen kataly- 
sierende Kisenverbindungen geben miisse, glaubtferner Warburg 
aus seinen Modellversuchen schlieBen zu sollen, in denen | 
es ihm gelungen ist, die Fahigkeit von Kohlen, Aminosiiuren 
zu oxydieren, auf bestimmte Merkmale der Kohlen zuriick- 
zufiihren, bzw. diese Fahigkeiten der Kohlen durch bestimmte 
Behandlungen zu steigern. Wir haben uns gelegetlich andere 
Oxydationsstudien auch mit diesen Modellen beschiftigt, und 
wollen diese Versuche kurz mitteilen, besonders, weil ja auch 
die angebliche therapeutische Wirkung des Eisens vielfach mit 
den Warburgschen Modellversuchen in Zusammenhang gebracht 
wird. Die Untersuchungen sind zum gréferen Teil von Herrn | 
Dr, Overbeck ausgefiihrt worden. | 


Wir untersuchten die Oxydation von Aminosiuren in Gegenwart 
verschiedener Formen von Eisen. Die endgiiltige Versuchsanordnung war 
folgende: es wurden 1/,- oder 1°/,ige Lésungen der Aminosiuren in 
kohlensiiurefreiem Leitfiihigkeitswasser hergestellt; die Priiparate waren 
z. 'T. selbst dargestellt, z.T. von auswiirts bezogen. Die Lésungen (5 ccm 
Aminosiurelésung + 20 eem Wasser) wurden in Schiittelenten der iiblichen 
Gestalt aus Jenaer Glas von etwa 60 cem Inhalt gebracht; der Gasraum 
der Ente wurde vor dem Versuch mit kohlensiurefreiem Sauerstoff oder 
mit kohlensiurefreier Luft gefillt; die Schtittelenten wurden in einen 
Thermostaten von 87° gebracht und darin geschiittelt; sie wurden zu 
Beginn des Versuchs mit einer mit Sauerstoff gefiillten Gasbiirette ver- 
bunden, so daB der Sauerstoffverbrauch in Abhingigkeit von der Zeit 
unter Beriicksichtigung von Temperatur und Druck gemessen werden 
konnte. Nach dem Versuch wurde gelegentlich der CO,- bzw. NH,-Ge- 
halt in der iiblichen Weise durchgefiihrt, die Bestimmung des NH, 
erfolgte mittels der Mikrokjeldahl-Apparatur von Pregl. 


I. Versuche mit Ferrosalzen (p. a. Merck). 


Kine 0,025 m FeSO,-Lésung nimmt in 20 Stunden, bei 37” 
mit Sauerstoff geschiittelt, die gleiche Menge Sauerstoff aut 
(vel. Tabelle 1), gleichgiiltig, ob Leucin anwesend ist oder nicht, 
auch wird keine CO, gebildet; es findet also keine oxy- 
dative Zersetzung des Leucins unter dem Hinflu8 von Hisen- 
vitriol statt, wie auch Warburg gefunden hat. 


Ferroionen kénnen Leucin nicht oxydieren. 


EE 
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II. Versuche mit magnetischen Eisenoxydhydraten. 


Die beiden Praparate, die wir verwenden konnten, ver- 
danken wir der Liebenswiirdigkeit von Herrn Professor Wed c- 
kind-Hann. Miinden®); wir haben diese magnetischen Oxyde 
untersucht, da Baudisch und Welo (a. a. O.) die Ansicht ge- 
iuBert haben, daS Magnetismus und biologische Wirkung 
zusammenhingen. Wir verwendeten ein ferromagnetisches Kisen- 
oxydhydrat von rostbrauner Farbe mit etwa 15,6°/, Wasser- 
gehalt, das die Tolidin—Wasserstoffperoxydreaktion in 2 Stunden 
gab, und ein gelbes, sogenanntes EKisenoxydgelb von gewohn- 
lichem Magnetismus (vy = 27 - 10°), bei dem die Tolidin~Wasser- 
stoffperoxydreaktion in 30 Minuten auftrat. Zusitze von 0,01 
oder 0,1 oder 1,0 g eines jeden dieser Oxyde war nicht imstande, 
das Leucin zu zersetzen, es war weder ein merklicher Sauer- 
stoffverbrauch noch eine Spur von CO, oder NH, nachzuweisen. 


Die verwendeten magnetischen Kisenoxydhydrate 
vermochten Leucin nicht zu oxydieren. 


III. Versuche mit kolloiden Eisenoxydsolen. 


Verwendet wurden Sole, die bereits an anderer Stelle be- 
schrieben wurden (Sol 7 und 13 von Handovsky).*) Zusatz 
dieser Sole zur Leucinlisung bewirkte keinerlei CO,- oder NH,: 
Bildung, auch der Sauerstoffverbrauch war in beiden Fallen 
gleich Null; nur eine Teilchen vergrébernde Wirkung des Leucins 
lieB sich in diesen Versuchen nachweisen. 

Kolloide Eisenoxydsole vermochten Leucin nicht 
zu oxydieren. 


IV. Versuche mit Ferrosalzen und indifferenten Kolloiden. 


Von der Ansicht ausgehend, die Ferrosalze kénnten, an 
den Oberflaichen indifferenter Kolloide konzentriert, Leucin 
oxydieren, haben wir Versuche angestellt, indem wir Willstatter- 
sche Tonerdegele A—C*) zu den Ferrosulfat und Leucin ent- 
haltenden Lisungen (vgl. oben I) zusetzten; auch so lieB sich 
keinerlei gesteigerter Sauerstofiverbrauch erzielen. Die folgende 
Tabelle 1 gebe einige dieser Versuche wieder. 
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Tabelle 1. 


Os 








Ce 





10°/, Feso, | /2/o Leu] Ho son- =| 6 ONTD 
cinlésung erdegel A | erdegel C 

cem cem eem ecm ecm cem 

5 ) 15 — — 6,3 

5 a 15 — jeve 7,1 
. 5 10 ~ — 7,0 

5 5 10 _ _ 6.9 

5 5 10 5 _ 6,5 

5 5 10 5 — 6,8 

5 5 10 — 5 6,6 

5 5 10 ~ ) 6,6 

















V. Versuche mit verglihtem Eisenoxalat. 


Ferrum oxydulatum oxalicum Merck wurde 24 Stunden 
im elektrischen Tiegelofen bei mittlerer Rotglut gegliiht, im 
zugedeckten Tiegel erkalten gelassen und im Exsiccator iiber 
Schwefelsiure aufbewahrt. Das hellgraue Pulver, das ein 
Gemisch aus metallischem Eisen und EHisenoxyden dargestelli 
(Kisengehalt im Durchschnitt 87,3°/,) war, zu 0,01 oder 0,1 
oder 1,0 g zur 1°/, igen Leucinlésung zugesetzt und 24 Stunden 
geschiittelt, durch die letztere in seiner Sauerstoffaufnahme 
nicht verindert. 

Eisen, das durch Vergliihen von Eisenoxalat ge- 
wonnen wurde, vermochte Leucin nicht zu oxydieren. 


VI. Versuche mit Wasserstofi-reduziertem metallischem Eisen. 


Aus einer Liésung von Ferrum sesquichloratum p. a. Merck 
wurde das Eisen durch einen Uberschu8 von konzentriertem 
Ammoniakwasser in der Hitze als EKisenoxydhydrat ausgefillt, 
abfiltriert, ausgewaschen und getrocknet. Die getrockneten » 
Kisenoxyde wurden dann zerkleinert und in einem Verbrennungs- 
rohr bei mittlerer Rotglut in einem Strom von reinem Wasser- 
stoff zum Metall reduziert. Das so erhaltene Eisen wurde 


nochmals zerkleinert und stellte dann ein hellgraues Pulver 
dar, das sich in heiBer verdiinnter Schwefelsiiure rasch und 
Setzt man von diesem Eisenpulver 


ohne Riickstand léste. 
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0,1 g zu der 1/,- oder 1°/,-Leucinlésung, und schiittelt, wie 
oben angegeben, in Sauerstoffatmosphiire oder auch in Luft 
bei 37°, dann bemerkt man, wenn man den Versuch nach 
4—6 Stunden unterbricht, zuniichst, daB die leucinhaltige 
Suspension die 3—4 fache Menge Sauerstoff verbraucht hat, 
und daB sich in ihr nebst der rostfarbenen Schmiere ein 
ketonartig riechender Stoff gebildet hat. Aus gréBeren Mengen 
haben wir den letzteren mit Wasserdampf iiberdestilliert; das 
Destillat gab eine stark positive Fuchsin—Schwefligsiurereaktion, 
man konnte aus ihm ein p-Nitrophenylhydrazon darstellen, 
das bei 104°, ein ander Mal eines, das bei 105° schmolz. 
Kin p-Nitrophenylhydrazon eines Isovaleraldehyds Kahlbaum 
schmolz bei 108°, ein Gemisch beider bei 107°. Wir haben 
es also bei dem riechenden Stoff mit Isovaleraldehyd zu tun. 
Uberdies wurde (vgl. unten) im Reaktionsgemisch Kohlensiiure 
1 und Ammoniak nacbgewiesen. Im Wasserstoff reduziertes 
r Kisen vermochte also Leucin oxydativ abzubauen. 
: Ebenso gelang es durch Schiitteln folgender Lésungen mit 
dem reduzierten Eisen unter den angegebenen Bedingungen 
Stoffe zu erbalten, die eine positive Fuchsin—Schwefligsiure- 
0 reaktion gaben: Glykokoll, Alanin, Valin, Tyrosin, Histidin, 
Formylleucin, Glycylleucin. 

Es handelt sich in unseren Versuchen also um einen 
oxydativen Abbau von Aminosiuren, wie ihn Neuberg’) mit 
r H,0,, Warburg und Mitarbeiter, ferner Wieland und Bergel ®) 

beim Schiitteln mit Tierkohle beobachtet haben. Es war uns 


. zunaichst unméglich, einigermaBen quantitativ tibereinstimmende 
k Resultate zu erhalten; erst, nachdem wir erkannt hatten, welch 
n groBer EinfluB die Kohlensiure auf die Reaktion ausiibt 
t, (vgl. Tabelle 2) und mit ausgekochtem Leitfihigkeitswasser und 
n > mit gleichmiBig reduziertem Eisen arbeiteten, bekamen wir 
;- reproduzierbare Werte; die Verbrennungen waren, wie die an 
'. der Kohle (vgl. Warburg, Wieland) sehr unvollstandig. Der 
e Sauerstoffverbrauch entsprach bestenfalls 19°/, der fiir die 
iT gesamte Verbrennung zu fordernden Menge (fiir 1 Mol Leucin 
d 7*/, Mole O,). Ammoniak wurde stets auffallend wenig ge- 
ro funden, durchschnittlich 7—10°/, der Theorie. Die Sauer- 
g* 


j 
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stoffaufnahme war nach 5—6 Stunden fast beendet, nahm aucl: 
bis zu 24 Stunden nur mehr wenig zu. Kinige Versuche sind 
in der folgenden Tabelle 2 zusammengestellt. 


Tabelle 2. 








Leucin-| Leitfibig- | Leitfahig- Diffe- 
ldsung | keitswasser keitswasser O.NTD pred 
Nr. | g Fe 1°/ ausgekocht a bait “A 8 
0 gesattigt ecm b—a 
cem cem com : b 
36 0,2 0 10 : 4,4 - 
} 0,2 0 10 ross 3,3 ae 
56 | 0,2 0 10 4,5 : 
38 0,2 5 5 moo — 15,1 12.6 
39 0,2 5 5 -- 16,4 . 
57 0.2 5 5 — 17,5 
59 | (0,2 10 0 — — 7,8 
40 | 0,2 0 oe 10 22.2 | 
41 | 0,2 0 10 
42 | 0,2 5 5 — | 25,9 | go 
43 0,2 D om 5 25,7 




















Die Differenz b—a nehmen wir als die zur Oxydation 
des Leucins nétige Menge Sauerstoff an; da 1 ccm einer 
1°/,ig Leucinlésung 0,076 Millimole enthalt, 12,6 cem O, 0,54 
Millimole, entsprach die durch den Leucinzusatz hervorgerufene 
Steigerung der O,-Bindung einer totalen Oxydation von 19°’, 
des verwendeten Leucins. 

Zur weiteren Aufklirung haben wir zuniichst untersucht, 
ob das Leucin auf das Mengenverhiltnis von 2- und 3-wer- 
tigem Eisen einen EinfluB ausiibt. Dies ist, wie aus den in 


der folgenden Tabelle 3 zusammengestellten Versuchen hervor- 
geht, nicht der Fall; es wurde die nach Abbruch des Ver- 
suchs vorhandene Fe’-Menge durch Titration mit n/10-KMn0O, 
ermittelt. 

Ob das Leucin die Oxydation des nicht gelésten Kisens 
beschleunigt, konnten wir nicht feststellen; es ist nach den 
unter II, III, 1V beschriebenen Erfahrungen nicht wahrscheinlich, 
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iiberdies fiir unsere Betrachtungen belanglos, da ja unsere 
Experimente, wie die von Warburg und Wieland zur Aut- 
stellung einer Bilanz der Reaktionen nicht ausreichen. 


Tabelle 3. 





10°/, He No H,O : 
FeSO, Leucin pom ecem »/10-Fe 
. 3 10 17,7 
. 0 15 17,7 
. 5 0 15,5 
. 5 0 15,5 
" 0 5 15,6 
. 0 5 15,7 











Die Oxydation des Leucins durch das Eisenpulver lieB 
sich durch Blausiure hemmen: 0,0005 Millimole waren un- 
wirksam, 0,002 hemmten die Oxydation deutlich, die des 
Eisens stirker als die der Aminosiure, 0,005 hemmten die 
Sauerstoffaufnahme des Kisen—Aminosiuregemisches vollstindig. 

Vollig veraindert ist die Wirkung des Eisens, wenn man 
es im Wasserstoffstrom reduziert, aber dann nach Ausschaltung 
des Heizstromes im sauersiofffreien Stickstofistrom erkalten liBt. 
Man erhalt auf diese Weise ein tiefschwarzes EKisenpulver; setzt 
man dieses in der oben angefiihrten Weise zur Leucinlésung 
zu, dann ist die verbrauchte Sauerstoffmenge mit und ohne 
Leucin gleich oder fast gleich; durch wiederholtes Gliihen des 
Kisenpulvers im Wasserstoffstrom, kann man jedoch die oxy- 
dierende Wirkung des Eisenpulvers stufenweise wiederherstellen 
(vgl. Tabelle 4), 

Diese Befunde legten den SchluB nahe, daB es in obigen 
Versuchen nicht das Eisen war, das die Oxydation der Amino- 
siuren in die Wege leitete, sondern der in ihm geléste 
Wasserstoff. Es ist bekannt, da8 Eisen Gase zu lésen im- 
Stande ist, und zwar hiingt die Lésungsgeschwindigkeit nach 
den Arbeiten der Tammannschen Schule!) von der Richtung 
ab, in der die Gase in dem Kristall wandern kinnen, und dies 
ist davon abhiingig, welche Krystaliflachen die Oberfliche 
bilden, was wieder durch Art des Gliihens und Erkaltens 
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bedingt ist. Wir kénnen also annehmen, daB in unseren 
wirksamen Eisenpriparaten in den Oberflichen der Krystalle 
Wasserstoff in aktivierter Form vorhanden ist, der in unseren 
Versuchen mit dem im Uberschu8 vorhandenen Sauerstoff 
Wasserstoffsuperoxyd bildet, das an den Hisenoberfliichen 
katalytisch gespalten wird, und hierbei die Oxydation der 
Aminosauren einleitet. 


Tabelle 4. 




















1 ". Leu- O NTD 

Eisensorte g Fe  |cinlésung] eam H,0 pee 
ecm 

Fe, reduziert im H,-Strom, 0,2 0 10 4,0 
erkaltet im N,-Strom 0,2 5 5 5,5 
Dasselbe Fe, kurze Zeit im H,- 0,2 0 10 7,5 
Strom erhitzt und erkaltet 0,2 5 5 7,6 
Dasselbe Fe, abermals im H,- 0,2 0 10 10,2 
Strom erhitzt und erkaltet 0,2 5 5 16,1 
DasselbeFe, nach langem Erhit- 0,2 0 10 13,8 
zen und Erkalten im H,-Strom 0,2 | 5 5 37,7 
Dasselbe Fe, im N,-Strom er- 0,2 0 10 4,6 
hitzt und erkalten gelassen 0,2 5 5 4,2 


Wesentlich gestiitzt scheint uns diese Annahme durch 
folgenden Versuch: leitet man in eine Suspension von unserem 
im Wasserstoffstrom erkalteten Eisen in einer wiBrigen Titan- 
sulfatlésung Sauerstoff ein, dann tritt bald eine intensive indigo- 
blaue Fiirbung der Lésung auf, die bei weiterem Einleiten von 
Sauerstoff wieder verschwindet und nach ein bis zwei Minuten 
einer Gelbfiirbung Platz macht. Dieser Versuch kann wohl 
nur folgendermaBen erkliirt werden: der anfanglich freigemachte 
Wasserstoff reduziert das Titansalz zu indigoblauem Titano- 
salz, das durch das entstehende Wasserstoffperoxyd wieder zum 
farblosen Titanisalz und weiter zum gelben Pertitanat oxydiert 
wird. Dieser Versuch gelingt weder mit dem im Wasserstoft- 
strom reduzierten im Stickstoffstrom erkalteten Eisen, noch 
mit dem durch Vergliihen von Ejisenoxyduloxalat erhaltenen. 
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VII. Versuche mit Tierkohle. 


Es war nun von Interesse, die von Warburg und seinen 
Mitarbeitern zuerst beschriebene Oxydation von Aminosiuren 
an Tierkohle, fiir die das wirksame Substrat wohl ein Eisen- 
carbid sein diirfte und in der wohl auch das Vorhandensein 
von metallischem Eisen anzunehmen ist, mit den hier beob- 
achteten Erscheinungen zu vergleichen. Zu dem Zweck wurde 
eine Carbo animalis Merck D.A.B.5 einmal unverindert mit 
Leucin in Reaktion gebracht, eine andere Probe, nachdem 
sie im Stickstoffstrom gegliiht worden war, und ein Teil der 
letzten Probe wiederum nach mehrmaligem Gliihen im Wasser- 
stofistrom. Es stellte sich dabei heraus, daB die im Stick- 
stoffstrom geglihte Kohle gegeniiber der unbehan- 
delten praktisch unwirksam geworden war und daf sich 
diese durchGlihen und Erkalten im Wasserstoff wieder 
reaktivieren lief. (Vgl. Tabelle 5.) 


Tabelle 5. 




















rs 1°/, Leu- , . 
g Tier- _ ; Wasser | O,NTD 
cinlésung 
kohle Vitis ecm ecm 
cem 
Tierkohle, unyerindert .. 0,5 5 20 33,5 
Tierkohle, im N,-Strom gegliiht 0,5 5 20 6,0 
Dieselbe Tierkohle, im H,- 
Strom wiedergegliiht. . . 0,5 5 20 30,6 


Versuchsdauer 17 Stunden. 


Die Titansulfatreaktion mit der wirksamen Tierkohle fiel 
stets negativ aus, aber die T'atsache, da& man die Tierkohle 
iin Stickstoffstrom reversibel inaktivieren kann, lehrt uns, daB 
eine bestimmte Kisenverbindung in der Leucin oxydierenden 
Tierkohle erst angenommen werden darf, wenn ausgeschlossen 
werden kann, daB aktive Gase an diesen Oxydationen be- 
teiligt sind. Jedenfalls kann man auf Grund unserer Er- 
fahrungen sagen, daB bis jetzt kein eindeutiger Beweis 
dafiir vorliegt, da8 Kisen in irgend einer Form im- 
stande ist, Aminosiiuren zu oxydieren, 


oO 
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Wher die colorimetrische Aminosiurebestimmung im Harn 
nach Folin. 
Von 


Ernst Schmitz und Hans Scholtyssek. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat Breslau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2 April 1928.) 


Die Bestimmung der Aminosiiuren bzw. des Aminosiure- 

stickstoffs in biologischen Fliissigkeiten hat sich in der letzten 

Zeit sehr verbreitet, da diese Stoffe in dem EiweiBstoffwechsel 

des tierischen Organismus eine vielseitige und ungemein be- 

deutungsvolle Rolle spielen. Man kann sich dabei entweder 

der Formoltitration nach Sérensen, der gasometrischen Me- 

thode nach van Slyke oder des colorimetrischen Verfahrens 

nach Folin bedienen. Gerade das letzte Verfahren ist wegen 

seiner Kinfachheit sehr in Aufnahme gekommen. Sein Prinzip 

besteht darin, daB mit Hilfe von ?-Naphtochinonsulfosiure die 

rotbraun gefirbten Kondensationsprodukte der Aminogruppen 

hergestellt und nach Ausbleichung des iiberschiissigen Reagens 

. mit einer Liésung von bekanntem Aminostickstofigehalt colori- 

metrisch verglichen werden. Die Kondensation geht bei soda- 

alkalischer Reaktion vor sich und deren absolute Gleichmabig- 

keit in allen untersuchten Proben ist Grundbedingung fiir das 

Gelingen des Versuches. Nach Folins Vorschrift fir Blut 

wird sie erreicht, indem zuniichst die Vergleichslésung mit 

Phenolphtalein und einer bestimmten Menge Sodaliésung ver- 

setzt wird und dann die unbekannten Lésungen bis zur gleichen 

Farbintensitat des zugesetzten Phenolphtaleins mit Sodalésung 
versetzt werden. 

Bei der Ubertragung dieses und der anderen Verfahren 

auf den Harn entsteht eine Komplikation durch das Vorhanden- 


_ — 
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sein reichlicher Mengen von Ammoniak, das sich allen Rea- 
genzien gegeniiber gleich oder fhnlich verhalt, wie seine Sub- 
stitutionsprodukte, die Aminosiuren. 

Friiher ging man meist so vor, da{ man den gesamten 
Aminostickstoff ermittelte und den Aminosiurestickstoff als 
Differenz dieses mit dem in einer besonderen Bestimmung ge- 
fundenen Ammoniakstickstoff errechnete. Folin dagegen ent- 
fernt in sehr einfacher und sinnreicher Weise das Ammoniak 
aus der zu untersuchenden Fliissigkeit und vermeidet so die 
Notwendigkeit einer zweiten Bestimmung. 

Er bedient sich zu diesem Zweck des Natrium-Permutits, 
der durch Zusammenschmelzen von Kaolin, Quarz und Soda 
und Aufnehmen der Schmelze mit Wasser dargestellt wird. 
Solche Permutite lassen sich mit verschiedenen Basen her- 
stellen und finden in unserer Zeit vielfache Verwendung in 
der Industrie, so der Natrium-Permutit bei der Wasserent- 
hiirtung, der Kalk-Permutit zur Melasseentzuckerung. Die Wir- 
kung des Permutits beruht darauf, daB er gewisse Ionen von 
Fliissigkeiten, mit denen er in Berithrung gebracht wird, gegen 
die in ihm enthaitenen Metallionen auszutauschen vermag. So 
ersetzt der Kalk-Permutit die Kalium- und Natriumionen der 
Melasse durch Calciumionen, der Natrium-Permutit Ammonium- 
ionen durch die Natriumionen. Im Falle des Harns besteht 
also die Wirkung des Permutits darin, daB beim Schiitteln 
das Ammoniak an ihn gebunden und mit ihm abfiltriert wird. 

HKiir die Harnanalyse wird ein Permutit nach Folins 
Vorschrift hergestellt, von dem verlangt wird, daB er aktiv ist 
und insbesondere Ammoniak aufnehmen mu8. Wie uns die 
deutsche Permutitgesellschaft auf unsere Anfrage mitgeteilt 
hat, besteht diese besondere Zubereitung vor allem in der 
Neutralisation und der vollstindigen Trocknung des Materials. 
Die Schwierigkeiten dieser Manipulationen scheinen aber sehr 
groBe zu sein, denn sie bedingen eine Steigerung des Preises 
auf ungefaihr das sechsfache im Verhiltnis zu dem des tech- 
nischen Permutits, der damit auf eine Hike, die die Ver- 
wendung des Permutits und damit des Folinschen Verfahrens 
in seiner bisherigen Form in klinischen und physiologischen 





a 
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Laboratorien unméglich macht. Es handelt sich bei Amino- 
siurebestimmungen fast immer um Serienbestimmungen und 
dadurch werden recht groBe Mengen von Permutit erfordert. 
Da es ein sehr unangenehmer EntschluB wire, das bequeme 
und genaue Folinverfahren aufzugeben, haben wir uns die Frage 
vorgelegt, ob es nicht méglich ist, bei Einhaltung entsprechen- 
der VorsichtsmaBregeln den gereinigten Permutit durch den 
technischen zu ersetzen oder, wenn dieser Weg sich als nicht 
gangbar erwiese, einen anderen zu finden, der, ohne nennens- 
werte Unbequemlichkeiten zu verursachen, den Permutit tiber- 
haupt ausschaltet. Wir haben also in den nachstehenden 
wiedergegebenen Versuchen an Hand der gleichen Materialien 
die Folinbestimmung an einer Reihe von Harnen ausgefiihrt, 
von denen jeder 1. durch Folin-Permutit, 2. durch technischen 
Permutit, 3. durch Destillation mit Magnesia usta im Vakuum 
von Ammoniak befreit war. Wenn dieser letzte Weg ein wenig 
mehr Unbequemlichkeiten — gro8 ist der Unterschied nicht — 
hat, so bietet er doch den Vorteil einer gleichzeitigen genauen 
Ammoniakbestimmung. 


Tabelle I. 








Wasserstoffionenkonzen- 

: tration 
Nr. } Art des Harns | Sagas _ Art des Permutits 
Py Vor Pu nach 
Per.- Beh. Per.-Beh. 

1 6,8 7,8 Folin-Permutit a 
2 Frischer 6,6 7,3 ” b 
3 || Menschenharn 6,6 8,0 Technischer Perm. a 
4 6,6 8,0 ” ” b 














a und b sind verschiedene Lieferungen desselben Priparates. 


Zunichst wurden die uns von der deutschen Permutit- 
gesellschaft iiberlassenen Priparate —- sowohl der Folin- 
Permutit als auch der technische — auf ihre Neutralitat ge- 
priift. Tatsichlich fiihrt die Permutitbehandlung zu einer be- 
traichtlichen Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration 
in dem untersuchten Material. Eine Harnverdiinnung (10 ccm 
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Harn auf 25ccm mit H,O aufgefillt) wurde 2mal mit 3¢ 
Natrium-Permutit 5 Minuten durchgeschiittelt. 62,5 ccm der- 
selben Harnverdiinnung wurden mit 2g Magnesia usta 20 Min. 
lang im Vakuum bei 40° des Wasserbades erhitzt. Die Wasser- 
stoffionenkonzentration wurde bei allen drei Versuchsreihen 
vor und nach der Ammoniakbeseitigung gemessen. 


Tabelle II. 











Bei Destillation mit MgO 
Nr. Art des Harns oo oan 
Pu Vorher | py nachher 
1 Frischer Menschenharn 6,8 8,5 
2 3) 9 6,6 8,6 








Wie die Zahlen vorstehender Tabelle ergeben, erfolgt in 
der Tat durch die Behandlung mit Permutit oder Magnesia 
usta eine nicht unbetrichtliche Verschiebung nach der alkali- 
schen Seite hin, In ihrem Ausmafe ist sie einigermaBen 
wechselnd und liegt beim unreinen Permutit durchaus in der- 
selben GréSenordnung wie beim reinen Priparat. Durch die 
Destillation mit Magnesia usta wird die Differenz der p,,-Werte 
eine gréBere. Es war nun festzustellen, ob durch diesen Re- 
aktionsunterschied Differenzen in der Bestimmung verursaclit 
werden kénnen. Nach der Folinschen Vorschrift fiir die 
Aminosiiurebestimmung im Harn wird etwas anders verfahren 
als fiir die im Blut, indem nicht eine Einstellung auf gleiche 
Phenolphtaleinfarbe erfolgt, sondern zu der Testlésung und den 
Unbekannten genau gleiche Mengen von n/10-HCl und 1°/, 
Sodalésung zugesetzt werden. Als wir nach diesem Verfahren 
Harnproben verglichen, von denen die eine mit Folin-Permutit, 
die andere mit technischem Permutit behandelt war, stieBen 
wir in der Tat auf Differenzen. 


Tabelle HL 





: Aminosiiure-N n. Behandlung mit 
Nr. Art des Harns var ae pai 
Folin-Permutit | Techn. Permutit 
1 Tagesharn 7,76 12,37 
2 Frischer Harn 7,45 12,07 
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Es gelingt aber leicht, diesen Fehler zu beseitigen, wenn 
man die Phenolphtaleinmethode auf den Harn iibertraigt. Wir 
haben dementsprechend zu den Testlisungen und den Un- 
bekannten je 0,1 ccm 1°/,ige alkoholische Phenolphtaleinlésung, 
zu der Testlésung 1 ccm und dann zu den Unbekannten nur 
so viel Sodalésung zugesetzt, als hinreichend war, ihnen die 
Farbe der Testlésung zu verleihen. Bei HKinhaltung dieses 
Verfahrens heben sich dann in der Tat die Unterschiede, die 
vorher zwischen den beiden Bestimmungsformen bestanden, 
vollstindig heraus, und wir erhielten Ablesungen und Zahlen- 
ergebnisse, die absolute Ubereinstimmungen aufwiesen. 


Tabelle IV. 

















4% € | Aminosiiure-N nach , 
= fet Beh . Nach 
’ SE os ehandlung mit 
Nr. Art des Harns Se s= |-——_____—____] Destil- 
=| a : | ‘ 
gS7 & Folin- | Techn. lation 
<2 @]|Permutit Permutit 
6 mg °F mg ° 0 mg °/, mg °/ 
1 |Tagesmenge (Mensch) 45,56 6,67 6,75 6,63 
2 A 40,08 6,85 6,91 6,72 
3 |Frischer Harn _,, 52,36 6,90 6,93 6,75 
4 Fe ‘ 54,40 7,025 7,025 6,900 
5 ‘ ‘ : 17,68 8,41 8,41 8,34 
6 ‘ . ‘i 88,10 8,15 7,87 7,88 
7 vs a ss 67,32 9,45 9,44 9,45 
8 ‘ ‘ : 66,64 9,70 9,50 9,70 
9 t F : we 6,25 6,22 
10 | Frischer Harn (Mensch) | 63,24 11,75 11,10 11,20 
nach reichl. Ki- und 
Fleischgenu8 
11 Hundeharn 97,34 19,34 18,48 18,52 











Auf Grund dieser Erfahrungen glauben wir, die Verwen- 
dung von technischem Permutit an Stelle des Folinschen 
riickhaltlos empfehlen zu diirfen, da augenscheinlich auBer 
einer gewissen Verschiebung der Reaktion durch das tech- 
nische Priiparat keine weitere Fehlerquelle in die Bestimmung 
hineingetragen wird. 

Wie schon in der Kinleitung bemerkt, hatten wir parallel 
zu jeder der bisher angegebenen Bestimmungen eine solche 
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laufen lassen, in der das Ammoniak in Gegenwart von Magnesia 
usta durch Vakuumdestillation beseitigt und gemessen wurde. 
Hierbei verdiinnten wir 25ccm Harn mit Aqua dest. aut 
62,5ccem. Dazu wurden 2g Magnesia usta und 3—4 Tropfen 
Octylalkohol, um das Schiumen zu vermeiden, gesetzt. Das 
nun im Vakuum bei 12mm und 40° des Heizwassers heriiber- 
destillierende Ammoniak wird in n/10-H,SO, aufgefangen und 
kann durch Titration mit n/10-NaQH gegen Methylrot in iib- 
licher Weise bestimmt werden. Die Destillation des Ammoniaks 
ist in 20 Minuten vollstindig. Hier wurden wir aber von vorn- 
herein darauf aufmerksam, daf eine Verschiebung der Reaktion 
nach der alkalischen Seite hin in solchem AusmaBe stattfindet, 
daB die colorimetrische Bestimmung fehlerhaft wird. Es zeigte 
sich das darin, daB die frisch angesetzten Bestimmungen binnen 
kurzem einen auBerordentlich viel tieferen Farbton annahmen, 
der auch beim Ansiuern nicht zuriickging. Wir haben deshalb 
in dieser Reihe von vornherein nach Beendigung der Destil- 
lation von der itiberschiissigen Magnesia usta abfiltriert, mit 
n/10-HCl neutralisiert und dann erst auf das Ausgangsvolumen 
aufgefiillt. Die erhaltenen Zahlen stimmten dann aufs beste 
mit denen des Folinverfahrens in beiden Ausfiihrungsformen 
iiberein und sind in die obige Tabelle mit aufgenommen. Wir 
moéchten dieses Verfahren vor allem fir solche Falle empfehlen, 
in denen eine ausfiihrliche Aufteilung des Harnstickstofts beab- 
sichtigt ist. 








Untersuchungen tiber den Gehalt des Blutserums an Kisen, 
Kupfer und Mangan. 
Von 
Emil Abderhalden und Paul Méller. 
(Ausgefithrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Ilalle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. April 1928.) 


Trotz eifrigster Bemiihungen ist der Kisenstofiwechsel 
immer noch nicht in allen seinen Anteilen klar yvelegt. Es 
hat jahrelanger Arbeit bedurft, um die Ausscheidungsstiitte 
fir das genannte Metall aufzukliren. Friihzeitig war erkannt 
worden, daB eine Ausscheidung von Eisen durch die Nieren 
so gut wie gar nicht in Frage kommt. Der eine yon uns (A.) 
hat schon vor Jahren durch Aufarbeitung gréferer Mengen 
von Menschenharn, wobei alle nur erdenklichen VorsichtsmaB- 
nahmen zur Vermeidung einer nachtriglichen Beimengung von 
Kisen getroffen wurden, versucht, einen Ejinblick in dessen 
Eisengehalt zu erhalten. Die festgestellten Kisenmengen waren 
durchweg so gering, da der Schlu8 berechtigt erschien, wo- 
nach das Eisen den Koérper nicht durch die Nieren verlift. 
Die aufgefundenen sehr geringen Eisenmengen kénnen ohne 
Zweitfel in Zusammenhang mit abgeschiedenen Zellen der Harn- 
wege gebracht werden; enthalt doch jede Zelle Kisen. Nun 
sind jene Versuche zu einer Zeit ausgefiihrt worden, in der 
die Kisenbestimmungsmethoden noch nicht so weit geférdert 
waren, wie das jetzt der Fall ist. Es hat nun Wolfgang 
Lintzel') neuerdings die Frage nach dem Eisengehalt des 
Harns mit einer zu diesem Zwecke ausgearbeiteten Methode 
zu beantworten versucht. Er kommt zum SchluB, daB nor- 
maler Harn stets eisenfrei gefunden werde. Wir erkennen 
somit zurzeit wohl die Resorptions- und Ausscheidungsstellen 


1) Zs. f, Biol. Bd. 87, S. 157 (1928). 
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fiir das Kisen, dagegen fehlt es an einer genauen Kenntnis, 
in welcher Art und Weise und in welcher Form das genannte , 
Metall innerhalb des Organismus zum Transport kommt. Wir 
wissen, daB Leukozyten daran beteiligt sind. Es besteht kaum 
ein Zweifel, daB die Hauptmenge des resorbierten EKisens und 
vielleicht sogar die Gesamtmenge den Lymphweg einschligt. 

Es muB aber schlieblich das aufgenommene Eisen mit der 
Lymphe dem Gesamtblut iibermittelt werden. Nun haben 
sorgfiltige Serumanalysen von Bunge und seinen Schiilern 
Hiusermann und Abderhalden ergeben, daB die genannte 
Blutfliissigkeit eisenfrei ist, bzw. es wurden so auBerordentlich 
geringe Mengen an jenem Metall aufgefunden, daB es berechtigt 
erschien, sie zu vernachlissigen. Schon damals wurde der, 
eroBte Wert darauf gelegt, zur Untersuchung nur solches Serum 
zu verwenden, das méglichst himoglobinfrei war. 

Der eine von uns (A.) hat wiederholt versucht, auf ver- 
schiedenen Wegen dem Geheimnis des Eisentransportes niher 
zu kommen, ohne daB es jedoch gegliickt wire, einen end- 
giltigen Erfolg zu erzielen. Es besteht die Méglichkeit, dag = | 
neben den weiBen Blutzellen auch die roten Blutkérperchen 
als Transportmittel in Frage kommen, und schlieBlich kénnten 
ja auch die Blutplattchen dabei eine Rolle spielen. Nun sind 
in der letzten Zeit mehrere Beobachtungen mitgeteilt worden, 
wonach Blutserum Eisen enthalt. Barkan’) nimmt an, dab 
es in Jonenform vorliegt. Er glaubt, Blutfarbstoff als Quelle 
des Kisengehaltes des Serums ausschlieBen zu kénnen. Lintzel’) 
dagegen vertritt die Meinung, da das im Serum nachgewiesene 
Kisen sehr wohl in Zusammenhang mit dem genannten Farb- 
stoff stehen kinnte. Weitere Untersuchungen liegen von Fon- 
tes und Thivolle*), von V. Henriques und A. Roche) vor. 
Von allen genannten Forschern wird auf die Schwierigkeiten 
hingewiesen, wirklich himoglobinfreies Serum zu erhalten. Serum, 
das in diinner Schicht gelb aussieht und auch nicht die Spur 


1) Diese Zs. Bd. 148, S. 124 (1925); Bd. 171, S. 179 u. 194 (1927). 
2) Zs. Biol. Bd. 83, S. 289 (1925). 

5) C. R. soe. biol. Bd. 93, S. 688 (1925). 

*) Bull. Soe. chim, biol. Bd. 9, S. 501 (1927). 
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einer Rotfirbung erkennen lift, erscheint in dickerer Schicht 
sehr oft bereits deutlich rétlich gefirbt. Selbst dann, wenn 
das unbewaffnete Auge keine Anzeichen des Vorhandenseins 
von Hamoglobin erkennen laBt, gelingt es mittels geeigneter 
Methoden, Blutfarbstoff nachzuweisen, und zwar enthilt prak- 
tisch haimoglobinfreies Serum so viel Blutfarbstoff, dab die 
aus diesem stammende Kisenmenge in die GréBenordnung des 
zur Diskussion stehenden Kisengehaltes des Serums fallt. In 
den angefiihrten Arbeiten ist kein zahlenmiBiger Beleg fir 
den Haimoglobingehalt der untersuchten Sera enthalten. Fontés 
und Thivolle geben nur eine theoretische Ableitung iiber den 
Himoglobingehalt des von ihnen untersuchten Serums. Dazu 
kommt nun noch, daB bekanntlich bei der Blutgerinnung Zellen 
zerfallen und zwar die Blutplattchen und zahlreiche weiBe 
Blutzellen. Alle diese Zellen enthalten Eisen. Bei ihrem 
Zerfall gelangt ihr Inhalt in das Serum hinein. Alle diese 
Geschehnisse: Himolyse und Zellzerfall, bedingen, daB die Be- 
antwortung der Frage, ob Serum an und fiir sich Eisen enthilt, 
oder aber erst sekundir bei der Uberfiihrung von Plasmaines 
eisenhaltig wird, auBerordentlich schwierig, ja zurzeit unmég- 
lich ist. Zu beriicksichtigen ist ferner noch, daf das bei der 
Blutgerinnung entstehende Fibrin Metalle mit sich reiBen kann, 
wodurch solche der Feststellung entgehen kénnten. Es ist 
notwendig, daB nach dieser Richtung besondere Versuche an- 
gestellt werden. Man kénnte die Frage aufwerfen, weshalb 
nicht an Stelle von Serum Plasma verwendet wird. Auch 
dieses enthilt Spuren von Himoglobin. Ferner lift sich bei 
seiner Gewinnung ein Zellzerfall auch nicht vollkommen aus- 
schlieBen. Dazu kommen dann noch die besonderen Mab- 
nahmen, um das Plasma ungerinnbar zu machen, wodurch auch 
wieder Momente in die Versuche hineingetragen werden kénnen, 
die eindeutige Ergebnisse ausschlieSen. Man wird jedoch nicht 
ruhen diirfen, bis es gelungen ist, die Versuche am Plasma 
80 durchzufiihren, daB keine Kinwiinde mehr méglich sind. 
Kinen ganz neuen Weg zur Untersuchung des Serums auf 
Kisen und zugleich auch auf Kupfer hat O. Warburg?) ein- 
) Biochem. Zs. Bd. 187, S. 255 (1927). 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVI. 
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geschlagen. Er legt seiner Methode seine so bedeutungsvolle 
Beobachtung zugrunde, wonach Schwermetalle die Uberfithrung 
von Cystein in Cystin katalytisch beschleunigen. Er unter- 
suchte Serum von Menschen. Mit Hilfe der Warburgschen 
Methode hat dann Krebs?) insbesondere den Kupfergehalt von 
Serum untersucht, das von Personen stammte, die an ver- 
schiedenen Krankheiten litten. 

Bei der oben geschilderten Unsicherheit in der Deutung 
der Herkunft des im Blutserum nachgewiesenen Eisens er- 
schien es uns im AnschluB an die friiheren Untersuchungen 
des einen von uns”) wiinschenswert, aus gréBeren Mengen der 
genannten Blutfliissigkeit die vorhandenen Metalle auf direktem 
Wege zu bestimmen. Es sind auch Versuche im Gange, um 
mit Hilfe der Spektroanalyse die einzelnen Metalle des Serums 
festzustellen, doch hatten die nach dieser Richtung unter- 
nommenen Bemiihungen bis jetzt noch keinen vollen Erfolg. 

Zunichst wurde eine Methode ausgearbeitet, um den Ge- 
halt des zu untersuchenden Serums an Blutfarbstoff quanti- 
tativ zu bestimmen. Wir gingen dabei von einer Lésung mit 
bekanntem Gehalt an Himoglobin aus*) und untersuchten 
zuniichst verschiedene Schichtdicken dieser Standardlésung 
mittels des Gitterspektroskops der Firma Zeiss, Jena. Die 
Intensitiit der beiden Absorptionsstreifen des Oxyhimoglobins 
wurde mit derjenigen der entsprechenden Streifen des Blut- 
serums subjektiv verglichen. Nach diesem Verfahren konnte 
die aus dem Himoglobingehalt des Serums stammende Hisen- 
menge ermittelt werden. 

Neben dem Eisengehalt des Serums ermittelten wir noch 
denjenigen an Kupfer und Mangan. Das Serum wurde nach 
Neumannn mit konzentrierter Schwefel- und Salpetersiiure 
verascht. Selbstverstiindlich wurde streng darauf geachtet, dab 


1) Klinische Wochenschr. Bd. 7, 8. 584 (1928). 

*) Emil Abderhalden, Diese Zs. Bd. 28, S. 521 (1897) und Bd. 25 
S. 65 (1898). 

‘) Wir benutzten zur Herstellung der Standardlésungen Gesamt- 
blut und zwar wurde dieses absichtlich immer der Blutportion entnommen, 
von der das Serum zur Untersuchung kam. Den Oxyhimoglobingehalt 
stellten wir mittels des Biirkerschen Hiimoglobinometers fest. 
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kein Reagens metallhaltig war. Ferner wurden QuarzgefiBe 
benutzt und besondere MaBnahmen ergriffen, um zu verhiiten, 
daB aus der Luft oder sonstwie die zu bestimmenden Metalle 
in die zur Untersuchung kommende Fliissigkeit hinein gelangen 
konnten. In der Aschenlésung erfolgte die Fallung von Kupfer 
mittels Schwefelwasserstofis. Das Eisen wurde basisch gefillt 
und als Phosphat bestimmt, Das Mangan endlich wurde nach 
Entfernung der Phosphorsiure durch Eisen als Sulfid abge- 
schieden. ') 

Wir haben verschiedene Mengen von Serum von Pferde- 
blut auf die erwihnte Weise untersucht. Weiterhin wurde ein 
Teil des Serums jeweils dialysiert, um zu priifen, ein wie groBer 
Anteil der einzelnen Metalle in Jonenform vorhanden war. 
Dialysat und nicht dialysierbare Anteile wurden fiir sich ver- 
arbeitet. Zunichst zeigte sich, daB die Summe der Kupfer- 
und Eisenwerte aus beiden Bestimmungen gréfer ausfielen, 
als bei der Untersuchung des nicht dialysierten Serums ge- 
funden wurde. Infolgedessen haben wir unsere MaBnahmen 
zur Verhinderung des sekundiren Hinzukommens der genannten 
Metalle wihrend der Dialyse verschiirft. Jede Berihrung mit 
Metall, Staub usw. wurde vermieden. Das verwendete destil- 
lierte Wasser enthielt in 5 Liter 0,12 mg Cu und 0,24 mg Eisen 
(gewogen 0,64mg FePO,). In den folgenden beiden Tabellen 
sind die erhaltenen Ergebnisse zusammengestellt. 


Tabelle I. 

















ie Vergleichs- al Vergleichs- 
lésung lésung 
Spektrograph. bestimmte 
gleiche Intensitiit der 
Absorptionsstreifen bei 
Schichtdicke in mm. 15,85 3,975 12,60 5,50 
Himoglobingehalt in 
1000cem . . . . . . | 0,381 ¢ 1,520 g*) | 0,116 ¢ 1,400 g*) 
Himoglobin-Eisen (Hiimo- 
globin enthilt 0,335°/, Fe) | 1,28 mg 5, mg | 2,05 mg | 4,69 mg 


*) Colorimetrisch festgestellt. 


1) Zur Methodik siehe Handbuch der biol. Arbeitsmethoden: Locke- 
mann, Abt. 1, Teil 38, 8S. 657ff und R. Berg, Abt. IV, Teil 9, S. 7674f. 


a 
‘ 
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Tabelle II. 












































Kupfer Kisen Eisen in mg 
Angewandte a a ’ _— tian alii sas aus 
Menge in cem Get, | EST gee | eee 
mg Cu in mg Fe in| stammend 
mg Cu,S | 1000 ecm |'™8 FePO,| 1000 cem | in 1000 cem 
Serum I 1000 2,32 1,85 a Ea ss 
Serum I 630 - _ 2,395 1,26 1,28 
Serum IL 1000 | 2,49 1,99 6,09 2,25 2,05 
Serum Il 1000 | 2,64 2,11 6,35 2,35 2,05 
Serum II dialy- 
siert 750. .| 1,32 1,40 4,42 2,19 2,05 
Dialysat . . . 0,34 0,36 1,33 0,65 _ 
Serum II dialy- 
siert . . .| 1,79 1,91 4,73 2,38 2,05 
Dialysat . . .| 0,36 0,39 0,88 0,44 “ 
Tabelle IIL. 
Angewandte ae — Ber. | 
Menge ” als mg Mn 
in ecm mg MnS_ | in 1000 cem 
Serum I 500 0,91 1,15 
Zusammenfassung. 


1. Die gefundene Kupfermenge stimmt in der GréBenord- 
nung mit der von Warburg fiir Serum aus Menschenblut er- 
mittelten iiberein. 

2. Der Unterschied zwischen der gefundenen Kisenmenge 
und der aus dem Hiamoglobingehalt des Serums errechneten 
ist so gering, daB es zweifelhaft bleibt, ob neben dem Himo- 
globineisen noch anderes Eisen im Blutserum enthalten ist. 

3. Durch Dialyse lieBen sich aus dem Blutserum nur sehr 
geringe Mengen von Kupfer und Eisen entfernen. Unsere Be- 
funde lassen es fraglich erscheinen, ob die genannten Metalle 
in Jonenform im Serum enthalten sind. Freilich muB beriick- 
sichtigt werden, daB Absorptionserscheinungen an den Serum- 
proteinen die Dialysierfahigkeit beeintrichtigen kénnten. Wabhr- 
scheinlicher erscheint uns, daB neben dem Kisen auch das Kupfer 
in organischer Bindung im Serum enthalten ist. 

4. In 1000 ccm Pferdeserum wurden 1,15 mg Mn gefunden. 


= —— 


Studien tiber den Einflu8 der an der Bildung von 

Aminosdureestern beteiligten Alkoholgruppe auf 

die Geschwindigkeit der Bildung von 2,5-Dioxo- 

piperazinen und die Entstehung von Guanidino- 

verbindungen bei der Hinwirkung von Guanidin 
auf verschiedene Aminosdureester. 


Von 


Emil Abderhalden und Shigeo Suzuki. 


(Aus dem Physiclogischen Institut der Universitat Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. April 1928.) 


Seitdem Emil Fischer zur Isolierung von Monoamino- 
siuren die Kstermethode eingefiihrt hat, sind im wesentlichen 
der Methyl- und der Athylester der genannten Verbindungen 
zur Darstellung gekommen. Es schien uns von Interesse, 
die EKigenschaften von Aminosiureestern kennenzulernen, in 
denen auBer den genannten Alkoholgruppen andere vertreten 
sind. Kinerseits galt es, ihre Hydrochloride zu studieren und 
andererseits die freien Ester. Es ist durchaus méglich, daB 
die eine oder andere Verbindung sich durch besondere Eigen- 
schaften auszeichnet, die zur Isolierung bestimmter Amuino- 
siuren von Nutzen sein kénnen. Andererseits sind wir auf 
der Suche nach Aminosdureestern, die weniger leicht in das 
zugehdrige 2,5-Dioxopiperazin iibergehen, als das beim Athy]- 
und insbesondere beim Methylester der Fall ist. AnschlieBend 
an die Beobachtung von Emil Abderhalden und Hans 
Sickel!) tiber die Bildung von Guanidinoverbindungen bei 
der Kinwirkung von Guanidin auf Aminosiiureester lieBen wir 
frisch bereitetes Guanidin auf die einzelnen Aminosiureester- 
arten einwirken. Als Modell wiihlten wir zuniichst Glykokoll- 
ester. Wir verfolgten die Abspaltung von Ammoniak und 
stellten auf diese Weise die Reaktionsgeschwindigkeit fest. Bei 
dem Studium der Anhydridbildung gingen wir so vor, daB wir 


') Diese Zs. Bd. 173, S. 51 (1928); Bd. 175, S. 68 (1928). 
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den freien Ester in Réhrchen einschlossen und verfolgten, wie 
rasch bei Zimmertemperatur und ferner bei 37° Glycinanhydrid 
zur Abscheidung gelangte. 


Experimenteller Teil. 
A. Darstellung von Glykokollesterhydrochlorid. 


Ks sei als Beispiel die Gewinnung von Glykokoll-n-propy]- 
esterhydrochlorid geschildert. 10g fein gepulvertes Glykokoll 
wurden mit 100 ccm n-Propylalkohol iibergossen. Dann wurde 
getrocknete, gasformige Salzsiure bis zur Sittigung eingeleitet 
und hierauf auf dem Wasserbade erwirmt. Die Veresterung 
wurde nach erfolgtem Eindampfen noch einmal wiederholt. 
Zum SchluB wurde die alkoholische Lésung des MEster- 
hydrochlorids unter vermindertem Druck zur Trockne ver- 
dampft. Es hinterblieb ein hellgelber Sirup. Er wurde mehr- 
mals in Chloroform aufgenommen und das Lésungsmittel dann 
wieder verdampft. Beim Abkiihlen und Reiben mit dem Glas- 
stab erstarrte der Sirup schlieBlich krystallinisch. Die Krystall- 
masse wurde mit Ather verrieben, dann abgenutscht und der 
Filterriickstand mit Ather gut ausgewaschen. Alle iibrigen 
Ksterhydrochloride sind auf die gleiche Weise gewonnen worden. 
Besondere MaBnahmen erforderte nur die Darstellung des 
Glykokollbenzylesterhydrochlorids. Die Veresterung als solche 
erfolgte in der gleichen Weise, wie zuvor geschildert, nur 
wurde anstatt auf dem Wasserbade iiber freier Flamme er- 
hitzt. Der beim Verdampfen des salzsauren Benzylalkohols 
verbleibende Sirup konnte durch Behandlung mit Chloroform 
nicht zur Krystallisation gebracht werden. Erst beim Ver- 
riihren mit Ather erstarrte das Ol krystallinisch. Die Ausbeute 
an Ksterhydrochlorid war erheblich geringer als in den iibrigen 
Fiillen. Die Bildung von Benzylchlorid und von salzsaurem Glycin 
beeintriichtigte sie. In der gleichen Weise, wie das Glykokoll- 
benzylesterhydrochlorid, versuchten wir auch das Hydrochlorid des 
Isoamylesters zu gewinnen. Es gelang uns jedoch nicht, es in 
Krystallform zur Abscheidung zu bringen. Infolgedessen haben 
wir den wiederholt mit Chloroform und Ather ausgewaschenen 
Sirup direkt zur Darstellung des freien Esters verwandt. 


: 
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In der folgenden Ubersicht sind die Ausbeuten, Schmelz- 
punkte und Kigenschaften der dargestellten Esterhydrochloride 




















zusammengestellt. 
Art des Ausbeute o/ der Schmelz- 
Glykokollesterhydro- Bs B g et : punkt Eigenschaften 
chlorids Glyein core | in Grad C 
Glykokoll- -n- a | eae | - amd a _ aan 
esterhydrochlorid 13,8 6 1,3 i8—75 Hyg oskopisch 
Glykokoll-isopropyl- ‘ : Etwas hygro- 
| esterhydrochlorid sac ™ nails skopisch 
Glykokoll-n-buty]- . 
esterhydrochlorid 15,6 70,3 64—66 Hygroskopisch 
Glykokoll-isobuty1- - Sehr hygro- 
| esterhydrochlorid ine i i skopisch 
} 
Glykokoll-n-amyl- 
esterhydrochlorid i i seein deagl. 
Glykokoll-benzyl- , , Nicht hygro- 
esterhydrochlorid * cin ae skopisch 
Analysenergebnisse. 


1. Gesamtstickstoffbestimmung nach der Halb-Mikro- 
methode von 1 Abderhalden- Fodor. 





am ‘bia Ver- in ° 
Substa ‘+, | Gesamtstickstoff in ° 
Glykokollesterhydro- ” pear - : 
ing |°P 50, | Gefunden| Berechnet 
| chlorids H,SO, efunden | Berechne 
Glykokoll-methylester- 
hydrochlorid. . . . 0,1281 10,20 11,15 11,16 
Glykokoll-iithylester- 
hydrochlorid. . . . 0,1315 9,40 10,01 10,04 
Glykokoll-n-propylester- 
hydrochlorid.§. . 0,1501 9,80 9,14 9,12 
Glykokoll- i iaanaaal 
hydrochlorid. . . 0,1432 9,30 9,09 9,12 
Glykokoll-n-butylester- 
hydrochlorid,; . . . 0,1420 8,45 8,33 8,36 
Glykokoll-isobutylester- 
hydrochlorid. . . . 0,1533 9,25 8,32 8,36 
Glykokoll-n-amylester- 
hydrochlorid. . . . 0,1440 7,90 7,68 7,72 
Glykokoll-benzylester- 
hydrochlorid. . . . 0,0688 3,40 6,92 6,95 
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2. Chlorbestimmung nach Volhard. 




















Art des i Ver. ~~ 
Subst , Cl in 9 

Glykokollesterhydro- = aa ee oe et 
| iesssicnl | sl AgNO, eames Berechnet 
Glykokoll-methylester- 
hydrochlorid. . . . 0,1105 8,80 28,28 28,23 
Glykokoll athylester- 
hydrochlorid. . . . 0,1265 9,00 25,34 25,41 
Glykokoll-n-propylester- 
hydrochlorid. . . . 0,1276 8,30 23,11 23,09 
Glykokoll-isopropylester- 
hydrochlorid. . . . 0,1242 8,10 23,15 23,09 
Glykokoll-n-butylester- 
hydrochlorid. . . . 0,1099 6,85 21,20 21,16 
Glykokoll-isobutylester- 
hydrochlorid. . . . 0,1210 7,20 21,13 21,16 
Glykokoll-n-amylester- 
hydrochlorid. . . . 0,0984 5,40 19,48 19,53 
Glykokoll-benzylester- 
hydrochlorid. . . . 0,0966 4,80 19,64 17,59 











B. Darstellung der freien Ester. 


Sie erfolgte nach bekannten Methoden. Ks sei ein Bei- 
spiel angefiihrt. 12g Glykokoll-n-propylesterhydrochlorid wurden 
mit 10 cem Wasser iibergossen. Hierauf wurde mit 25 ccm 
Ather iiberschichtet und unter gleichzeitiger starker Kihlung 
die auf den Chlorgehalt berechnete Menge 33 °/,iger Natron- 
lauge zugegeben. Zum SchluB wurde dann noch so viel 
trockenes gekérntes Kaliumcarbonat zugefiigt, bis eine dick- 
breiige Masse entstand. Nach kriftigem Umschiittein wurde 
die itherische Lésung abfiltriert und der Riickstand noch 
3mal mit Ather durchgeschiittelt. Die vereinigten ‘itherischen 
Lésungen wurden zuniichst 10 Minuten mit trockenem Kalium- 
carbonat und dann mit Calciumoxyd mehrere Stunden lang 
geschiittelt. Der nach dem Abdestillieren des Athers ver- 
bliebene Riickstand wurde dann der fraktionterten Destillation 
unterworfen. In der folgenden Ubersicht sind die Siedepunkte 
der einzelnen Ksterarten beim mitgeteilten Druck angegeben. 
Ferner sind aus ihr die Ausbeuten ersichtlich. 
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po. | _Destillation bei Ausbeute 
Glykokollesters mm Temp. |Gefunden; °/, der 
Hg-Diuck) in °C in g | Theorie 
Glykokoll-n-propylester 16—18 50—53 5,7 72,7 
Glykokoll-isopropylester 12—15 52—55 5,9 64,1 
Glykokoll-n-butylester 8—11 55—58 6,3 67,6 
Glykokoll-isobuty lester 8—11 60—63 6,7 71,4 
Glykokoll-n-amylester 8—11 73—T76 6,9 71,0 
Glykokoll-isoamylester 8—10 78—80 — a 
Glykokoll-benzylester 8—11 93—95 6,9 69,8 
Analysenergebnisse. 


Gesamtstickstoffbestimmung nach der Halb-Mikromethode 
von Abderhalden-Fodor. 














Art des Substanz bienteing Gesamtstickstoff in °/, 
n/10-H,S — 

Glykokollesters al in cem Gefunden Berechnet 
Glykokoll-methylester 0,0921 10,30 15,67 | 15,93 
Glykokoll-athylester 0,0951 9,25 13,51 | 13,59 
Glykokoll-n-propylester 0,0683 5,80 11,89 11,96 
Glykokoll-isopropylester | 0,0738 6,35 12,03 | 11,96 
Glykokoll-n-butylester 0,0757 5,80 10,73 | 10,68 
Glykokoll-isobuty lester 0,0943 7,15 10,62 | 10,68 
Glykokoll-n-amylester 0,0921 6,30 9,58 | 9,66 
Glykokoll-isoamylester 0,1573 10,80 9,61 | 9,66 
Glykokoll-benzylester 0,0755 4,60 8,39 | 8,49 


I. Umwandlungsgeschwindigkeit der freien Ester 
in Glycinanhydrid. 

Wie schon erwihnt, haben wir die freien Ester in ein- 
geschmolzenen Roéhrchen einerseits bei Zimmertemperatur (18°) 
und andererseits im Brutraum (37°) aufbewahrt. Von Zeit zu 
Zeit wurden sie gedffnet. Das ausgeschiedene Anhydrid wurde 
auf einem gewogenen Filter abfiltriert und der Filterriickstand 
mit Ather gewaschen. Kr wurde dann getrocknet und so zur 
Wigung gebracht. Die Ergebnisse der ausgefiihrten Versuche 





‘) Nicht genau feststellbar, weil das Esterhydrochlorid nicht in 
krystallinischem Zustand erhalten worden ist. 











ee 
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sind aus der unten folgenden Zusammenstellung ersichtlich. Am 
schnellsten wurde der Methylester in das Anhydrid verwandelt. 
Schon nach 2stiindigem Aufbewahren bei 37° war die Aus- 
beute an 2,5-Dioxopiperazin eine fast 100°/,ige. Am lang- 
samsten vollzog sich die Anhydridbildung beim Benzylester. 
Beim n-Propylester vollzog sich die Bildung von Glycinanhydrid 
ganz bedeutend rascher als beim Isopropylester. Beim n-Buty]l- 
und Isobutylester war dagegen der Unterschied in der Reak- 
tionsgeschwindigkeit gering. Beim n-Amylester vollzog sich 
die Ringbildung wieder bedeutend rascher als beim Isoamylester. 























Zeit der Auf- | Menge des | Menge des gebildeten 
Art des bewahrung des |. | wowandten Anhydrids 
ee Esters in Tagen te . 
xlykokollesters - mi Kien vein Gefunden | °/, der 
bei 37 | bei 18 in g in g Theorie 
Se crcteerseteeis cannon aUtinnsvuseshanssinstnsinsinsjuntphenS Ui esasdedadiesteinSnainaepsanainaeeSDapaREPSRASaRnDRSEaDaan 
Glykokoll- {| 2 | 1,0916 0,6951 99,43 
methylester | | a 0,5951 0,3386 | 88,83 
22, 1,7516 0,5257 | 54,24 
x = ee . 3 5] b | 9 
crated | 52/5 | 1,5313 0,7818 | 92,19 
= | 53, 1,1919 08595 | 54,50 
| | 
aed Q7/, | 1,5609 0,2980 | 39,19 
am a 53/, | 1,4798 0,6953 96,45 
lita 6 1,5863 0,3650 47,24 
-_ " 5?/, 1,4320 0,1260 18,06 
Gly neo hl 14 1,1434 0,3985 71,60 
i iad 14 1,7283 0,1245 | 14,78 
sab 22/, 1,4009 0,2528 41,47 
yoo 6 1,7388 0,7124 92,84 
aia 8 1,6084 0,3534 50,50 
| 
si ieaiiel 22/, 1,6620 0,2988 41,47 
i Sees lesegg 52/, 1,6284 0,6928 97,18 
: T/s 1,8380 0,3652 45,67 
- 2?/. 2,0272 0,5023 | 638,09 
ily a 6 1,8994 0,7531 | 100,84 
aie aia 6 2.0008 0,5085 64,38 
" 22/ 1,9878 0,3822 | 49,02 
wid engl | 6 1,8508 0,6384 | 87,75 
a 6 1,7940 0,4176 58,96 
: : 8 1,0918 0,0764 | 20,20 
ie el 10 0,8473 0,1053 35,97 
mes 10 0,8587 0,0676 22,79 








H 
> 
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Il. Studien tiber die Bildungsgeschwindigkeit von 
Guanidinoessigsdureanhydrid bei der Kinwirkung von 
Guanidin auf die einzelnen Esterhydrochloride, 
gemessen an der abgespaltenen Ammoniakmenge. 


Die befolgte Methode war die folgende. 0,002 Mol. Kster- 
hydrochlorid wurden im Kjeldahlkélbchen mit der 3 fachen 
Menge (0,006 Mol.) einer alkoholischen Guanidinlésung ver- 
setzt. Das entstehende Ammoniak wurde durch Durchleiten 
von Luft in eine n/10-H,SO, enthaltende Vorlage iibergefiihrt. 
Die durchgesaugte Luft wurde zur Befreiung von Kohlensiure 
und von Feuchtigkeit durch mit Kalilauge bzw. konzentrierte 
H,SO, beschickte Waschflaschen hindurchgeschickt. In einem 
Kontrollversuch wurde der gleiche Ansatz ohne Zusatz von 

















hen Oe Zeit der | Abgespalt. Menge inal 

Esterhydrochlorids eg i ait meee o/, der Theorie 
Glykokoll-methyl- po | =o 
esterhydrochlorid 140 8.9 | 44.5 
Glykokoll-dithyl- a v2 36°0 
esterhy drochlorid 140 8.1 40,5 
Glykokoll-n-propyl- = np $00 
esterhydrochlorid 140 7.0 | 35.0 
Glykokoll-isopropyl- - ne 
esterhydrochlorid | 140 85 42.5 
Glykokoll-n-butyl- Pe _ 28°0 
esterhydrochlorid 140 11 35,5 
Glykokoll-isobuty1- = a 125 
esterhydrochlorid 140 10,1 50,5 
Glykokoll-n-amyl- = = s2°0 
esterhydrochlorid 140 8.2 41,0 
Glykokoll-benzyl- = 82°5 
esterhydrochlorid 140 8.0 40,0 
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Ksterhydrochlorid der gleichen Bestimmung unterworfen, um 
jene Menge fliichtiger basischer Produkte festzustellen, die aus 
Guanidin als solchem entstehen kénnen. Ihre Menge war 
minimal. 

Wie aus den auf 8.107 mitgeteilten Versuchsergebnissen 
hervorgeht, war die Reaktionsgeschwindigkeit beim Methyleste: 
am gréften. Es folgt dann der Athylester. Der Isopropy]- 
ester reagierte rascher als der n-Propylester. Beim Isobuty]- 
ester verlief die Reaktion ganz erheblich rascher als beim 


Butylester. 
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Uber die katalytische Reduktion einiger Ketonsiuren der 
Gallensauregruppe. 
| Von 


W. Borsehe und E. Feske. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Frankfurt a. M. 


(Der Redaktion zugegangen am 14, November 1927.) 


Durch katalytische Reduktion von Dehydrochol- 
siure 4R—C,,H,,0, haben W. Borsche und R. Frank vor 
etwa 2 Jahren’) eine Cholsiure 4R—C,,H,,O. erhalten, die 
sich von der natiirlichen Cholsiure nur durch ihr hdheres 
Drehungsvermégen unterschied. Auf welchen Ursachen dieser 
Unterschied beruhte, blieb noch aufzukliren. Borsche und 
Frank haben angenommen, da8 sie durch sterische Verhiilt- 
nisse bedingt sei. Denn beim Ubergang von Dehydrochol- 
siiure (1) in Cholsiure (II) entstehen drei neue asymmetrische 
Kohlenstoffatome: 


CO CH(OH) 
H,Cis 11C— H,C C— 
(im | ‘'o,H,,-C0,H C,,H,,-CO,H 
a _, He 
ie a 
H,Ca C-———,CH, H,C C CH, 
ae ) 
OCs sCH 7CO (HHO)HC CH  CHOH) 
ee ge oil il 
CH, OH, CH, GH, 
I Il 


und der KinfluB der im Dehydrocholsiuremolekiil bereits vor- 
handenen Asymmetriezentren brauchte nach ihrer Ansicht nicht 





") Chem. Ber. Bd. 59, S. 1748 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXVI. 8 
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notwendig zu bewirken, daB sich bei der Reduktion der Carbo- 
nyle die im Naturprodukt vorhandene Konfiguration zuriick- 
bildet. Er bewirkt es aber doch, wie wir jetzt bei der ex- 
perimentellen Nachpriifung dieser Annahme gefunden haben. 
Dabei ergibt sich nimlich, daB ,,synthetische“ und natir- 
liche Cholsiure in Wirklichkeit auch in ihrem 
Drehungsvermégen vollkommen iibereinstimmen. Die 
abnorm hohe Drehung, die Borsche und Frank an ihrer 
synthetischen Siure beobachteten, ist héchstwahrscheinlich auf 
eine geringe, analytisch und priaparativ nicht ohne weiteres 
nachweisbare Verunreinigung der synthetischen Siiure durch 
die mehr als doppelt so stark rechtsdrehende Dioxy-keto- 
cholansiure 4R~—C,,H,,0, zuriickzufiihren, die wir einmal 
bei der Reduktion von Dehydrocholsiure mit nicht mehr voll 
wirksamem Katalysator in etwas gréBerer Menge erhielten und 
in diesem Fall in reinem Zustande herausarbeiten konnten. 

Bei ihren Angaben tiber die katalytische Reduktion 
der Dehydro-desoxycholsiure 4R—C,,H,,O, hatten sich 
Borsche und Frank wegen Materialmangels auf einen Orien- 
tierungsversuch stiitzen miissen, den sie mit einem kleinen Rest 
unreinen Dehydro-desoxycholsiiure-methylesters vorgenommen 
hatten. Durch die giitige Vermittlung von Herrn Direktor 
Dr. Boedecker sind wir vor einigen Monaten wieder in Besitz 
von Desoxycholsiiure gelangt und waren nun in der Lage, jenen 
Versuch in etwas gréBerem Mabstabe mit zuverlissig reinem 
Ausgangsmaterial zu wiederholen. Er hat uns reine Desoxy- 
cholsiure 4R—C,,H,,0, mitdemselben Drehungs- 
vermoégen, wie es die natiirliche aufweist, zu- 
riickgeliefert. 

In beiden Versuchsreihen hatte sich unser Platinschwarz 
als ungewohnlich wirksam erwiesen. Wir haben es deswegen 
auch noch benutzt, um Biliansiure 3R—C,,H,,O, [TI1] tiber 
Biliobansiiure 4R—C,,H,,O, hinaus bis zu der bereits von 
Windaus und van Schoor!) fliichtig erwihnten Redukto- 
biliobansiure 3R—C,,H,,O, (IV) zu reduzieren: 





') Diese Zs. Bd. 157, S. 177 (1926). 
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CO 


CH 
H,C G-~ HL a 
C,.H.,-CO,H | | | ¢C,,H,,-CO,H 
HC—CO,H C— HC—Cco v—J 
2 < Pil , 

-—-O8, oH OH, 

HO,c CH CO HO,C CH CH(OH) 
Pi fa ii ol 
CH, CH, CH, CH, 

Ill IV 


ferner Desoxy-biliansaiure 8R—C,,H,,O, in 7-Oxy-litho- 
biliansfure 3R—C,,H,,.0, (V) und Brenz-desoxy bilian- 
siure 4R—C,,H,,H, in die zugehérige Dioxysiure 
4R—C,,H,,0, (V1), das nichstniedere Homologe der Des- 
oxycholsiure zu verwandeln: 





CH, CH, 
HG 060 uO HO 860 
| | C,.H,,-CO,H | | C,,H,, -CO,H | 
HC 8 G— HO 8G | 
HOC o——CH, (HO)HC C—_- 
| | 
/ HO,0 CH CH(ON) H,C-——CH CH(OH) | 
CH, CH, CH, 
V Vi 


Redukto-biliobanséure sowohl wie 7-Oxy-litho- 
bilianséiure sind in freier Form bestindig und neigen | 
anscheinend nicht dazu, durch Wasserabspaltung zwischen 
dem Carboxyl an C* und dem Hydroxyl an C* in 0-Lactone 
iiberzugehen. Ob man aber daraus die gleiche Abneigung gegen 
die Bildung eines 0-Lactons auch fiir die Redukto-isobilio- 








CO CH(OH) 
“oC es ue ey 
| | C,oH,,-CO,H | C, H,,-CO_,H 
tO | HCO c-] 
a ae —-> Pie 
H,C C——CH, H,C C ~ -CH, 
HO.C CH CO HO.C  CH-CO-0-.CH 
PP al a i al 
HO,6 Nt CH, 
VII VI 


g* 
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bansiure 3R—C,,H,,O, aus Isobiliansiure 3R—C,,H,,0, }) 
(VII) ableiten und fiir sie auf die Formel (VIII) schlieBen darf, 
ist uns zweifelhaft. Denn der 0-Lactonring wiirde sich in ihr 
nicht an Ring I], sondern an Ring III angliedern, und es ist 
vorliufig noch nicht bewiesen, daB die hier in Frage kommen- 
den riumlichen Verhiltnisse in beiden Ringen dieselben sind. 


Beschreibung der Versuche. 

Die nachstehend beschriebenen Versuche sind durchweg 
mit dem gleichen nach der Vorschrift von Willstitter ge- 
wonnenen Pt-Katalysator (etwa 1,6g) in der Skita-Apparatur 
bei einem Druck von etwa 3 Atmosphiren und einer Temperatur 
von 90—100° durchgefiihrt. Als Lésungsmittel benutzten wir 
wieder reinsten Eisessig von Merck, der noch zweimal iiber 
MnO,k abdestilliert war. In jedem Fall wurden die Lésungen 
nach dem Aufhéren der Wasserstoffabsorption durch ein Glas- 
filter filtriert, der Katalysator mit Hisessig ausgewaschen und 
nach 1—1'/, stiindigem Durchsaugen von Luft bis zum niichsten 
Ansatz unter reinem Eisessig aufgehoben. 


I. Cholsaure 4R—C,,H,,0, aus Dehydrocholsaure 4R—C,,H,,0.. 

Die Versuche wurden mit je 16g Dehydrocholsiure vom 
Schmelzp. 237—238° in 120 ccm Eisessig angesetzt. Die Wasser- 
stoffanlagerung erfolgte namentlich im Anfang auBerordentlich 
schnell (nach 5 Minuten waren etwa 1100ccm absorbiert) und 
war nach kaum 2 Stunden beendet. Insgesamt waren dann 
96—97°/, der Theorie verbraucht. Danach wurde der Kis- 
essig unter vermindertem Druck abdestilliert, der Riickstand 
in verdiinnter Natronlauge gelést, wieder ausgefallt und nach 
dem Trocknen durch Krystallisation aus Essigester gereinigt. 
Enthielt letzterer noch Alkohol, so setzten sich aus der Li- 
sung zunichst die charakteristischen sechsseitigen Prismen des 
Cholsiurealkoholates ab, sonst sogleich lange Nadeln (diinne 
Prismen mit schrig abgeschnittenen Enden) von reiner be! 
196—197° schmelzender Cholsiiure. Wir haben diese aufer 
durch die friiher angegebenen Reaktionen durch ihr Drehungs- 





1) Borsche u. Frank, a. a. O. 
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vermégen und durch Umwandlung in Cholatriensiure 
4R—C,,H,,0, mit der Cholsiure identifiziert, von der wir aus- 
gegangen waren. 

Fir die Bestimmung des Drehungswertes (in abso- 
lutem Alkohol) wurden sowohl die urspriingliche wie die regene- 
rierte Cholsiure noch mehrmals aus Essigester umkrystallisiert. 

Natiirliche Saiure: Konzentration 2,951°/,, abgelesener 
Winkel +1,055°; [a]i° = -+ 35,76° 

Regenerierte Saure: Konzentration 2,765 °/,, abgelesener 
Winkel +0,993°; [a@]},° = + 35,91°. 

Vahlen fand fiir Cholséurealkoholat [q@],, = + 31,55 °, 
daraus berechnet fiir Cholsiure 35,11°; fiir alkoholfreie Cholsiure 
unmittelbar gemessen 37,02°.') Ob der etwas niedrigere Wert, 
den Borsche und Frank a.a.O. fiir das Drehungsvermégen 
ihrer natiirlichen Cholsaure angeben, auf einen Ablesungstfehler 
oder eine andere Ursache zuriickzufiihren ist, konnten wir 
nicht mehr ermitteln. An der von uns benutzten Dehydro- 
cholsiure beobachteten wir dasselbe Drehungsvermégen wie 
sie an der ibrigen: Konzentration (in Kisessig) 4,036°/,, ab- 
gelesener Winkel +1,213°; [a[}’ =30,05°. 

Ferner haben wir 5g regenerierter Cholsiiure bei 14mm 
langsam destilliert und aus der Loésung des UDestillates in 
Alkohol durch Impfen mit Cholatriensaure aus natiirlicher Chol- 
siure eine Cholatriensiure erhalten, die fiir sich und mit 
dem Impfmaterial gemischt, von 140° an sinterte und bei 163° 
schmolz; sie zeigte [@]j° = —25,2° (Konzentration der Chloro- 
formlésung 9,603°/,, abgelesener Winkel —2,42°). Wieland 
und Weil geben das Drehungsvermégen der Cholatriensiure 
zu —19,7° an.?) Wir haben es aber an einem Vergleichs- 
priparat aus natiirlicher Cholsiure fast iibereinstimmend mit dem 
gefunden, das wir an unserer Cholatriensiiure beobachtet hatten: 

Cholatriensiure aus natiirlicher Cholsiure: Kon- 
zentration 4,72°/,, abgelesener Winkel — 1,173°, [a]j,° = — 24,86"; 
Konzentration 10,27°/,, abgelesener Winkel — 2,52°, [@]p’= 
— 24,55 

') Diese Zs. Bd. 21, S. 265 (1895). 

*) Diese Zs, Bd. 80, S. 287 (1912). 
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Dioxy-keto-cholanséiure 4R—C,,H,.0O.. 

Nach etwa halbjihrigem Gebrauch begann die Aktivitiit 
unseres Katalysators merklich nachzulassen. Als wir, um ihn 
zu priifen, 10 g Dehydrocholsiiure wie friiher mit ihm redu- 
zierten, hérte die Wasserstoffaufnahme erst nach 4 Stunden 
auf und erreichte nur 85°/, der theoretischen. Aus dem 
Reaktionsprodukt lieB sich durch mehrmaliges Umkrystalli- 
sieren reine Cholsiure vom Schmelzp. 195—197° und nahezu 
richtigem Drehungsvermégen (+ 36,83°) isolieren. In den 
Mutterlaugen davon war noch eine andere Saure enthalten, 
die sich beim Kindunsten in feinen Niadelchen abschied, nach 
dem Umkrystallisieren aus Hssigester bei 219—220° schmolz 
und in Alkohol gelést sehr viel stiirker nach rechts drehte 
wie Cholsiiure: 

Konzentration 2,819°/,, abgelesener Winkel +- 2,065°, [«)5° = + 73,26°. 

. 2,314°/,, c » + 1,720 [o]2° = + 74,84°. 

Sie erwies sich durch ihre Zusammensetzung und die 
Fahigkeit ihres Methylesters, ein Monoxim zu bilden, als eine 
Dioxy-keto-cholansiure. 

2,750 mg Substanz gaben 7,150 mg CO,, 2,340 mg H,0O. 

C,,H,.0; Ber. € 70,91, H 9,43°/, 
Gef. ,, 70,93 1. 9,52. 

Ihr Methylester krystallisierte aus Methanol in farb- 

losen Nadeln vom Schmelzp. 160°. 


2,528 mg Substanz gaben 6,635 mg CO,, 2,185 mg H,0. 


8,930 mg = » 2,205 mg AgJ. 
C,;H,O, Ber. C 71,41% 8H 9,599, OCH, 7,38%, 
Gef. ,, 71,60 , 9,67 | as 


Oxim des Methylesters: Etwa 0,2 g des Esters wurden 
in Scem Methanol mit 0,1 g Hydroxylaminchlorhydrat -- 0,4 g 
Natriumacetat in 4 ccm Wasser 8 Stunden gekocht. Da aus 
der Lisung auch nach dem Abkithlen und Verdiinnen nichts 
auskrystallisierte, wurde sie eingedampft, der Riickstand mit 
Wasser angeriihrt, abgesaugt und nach griindlichem Auswaschen 
ohne weitere Reiniguog analysiert. Er schmolz bei 111—112°. 

3,745 mg Substanz gaben 0,103 cem N (22°, 758 min). 

C.,H,,0,N Ber. N 3,22, Gef. N 3,17%,. 


y 
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II. Desoxycholsiure 4R—C,,H,,0, aus Dehydro-desoxychol- 
saure 4R—C,,H..0,. 

Als Ausgangsmaterial fiir diese Versuchsreihe diente uns 
reinste Kisessig—Desoxycholsaiure; die wir aus technisch 
reiner Desoxycholsiure der J. D. Riedel A.-G. durch noch- 
malige Reinigung (fraktioniertes Fallen ihrer ammoniakalischen 
Lésung mit Bariumchloridlésung, Umkrystallisieren der wieder 
in Freiheit gesetzten Siiure aus Hisessig + Wasser 10:1) ge- 
wonnen hatten. Sie schmolz bei 142—143°, der Desoxychol- 
siiure-methylester daraus bei 110°), der Athylester bei 96 
bis 97°, das Hydrazid bei 212°. Ihre Drehung bestimmten 
wir an einer frisch aus EHisessig umkrystallisierten Probe, die 
wir im nicht evakuierten Exsiccator 48 Stunden iiber Kalium- 
hydroxyd aufbewahrt hatten. Wir fanden [a]j,) = + 48,66° 
(Konzentration der Lésung in Kisessig 2,764°/,, abgelesener 
Winkel + 1,345°). Fiir Desoxycholsiure selbst berechnet 
sich daraus [«]p’ = + 56,11°. Wieland und Sorge?’) fanden 
dafiir [@]j° = 57,02°, Fir Eisessig—Desoxycholsiiure geben 
sie als Drehungswert + 53° an; daraus wiirde er sich fiir 
Desoxycholsiure zu etwa + 61° berechnen. 

12 g dieser Kisessig—Desoxycholsiiure in 260 ccm Eisessig 
wurden bei einer 15° nicht iibersteigenden Temperatur mit 
einer tropfenweise zuflieBenden Lisung von 7g CrO, in 7 ccm 
Wasser + 20 ccm Eisessig oxydiert. Nach 12 Stunden wurde 
in Kiswasser eingeriihrt. Dabei fiel die rohe Dehydro- 
desoxycholsiure als zithes Harz aus, das aber nach weiteren 
24 Stunden erstarrt war. Es wurde nach dem Trocknen in 
der Hiilse mit Ather extrahiert und dabei aus dem Filtrat in 
farblosen Krystallkrusten erhalten. Ihr Schmelzpunkt lag um 
160°, stieg durch Umlésen aus Schwerbenzin (Extraktion in 
der Hiilse!) auf 183—187° und stellte sich nach weiterem 
Umkrystallisieren aus Alkohol + Wasser schlieBlich auf 189° 
ein. Mit Diazomethan gab diese reine Siure einen Methyl- 
ester, der nach dem Umkrystallisieren aus Ather bei 130° 


) Analyse vgl. Chem. Ber, Bd. 60, 5. 1846 (1927). 
”) Diese Zs, Bd. 97, S. 16 (1916). 
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schmolz. Er ist vor uns schon von Shimizu beschrieben.!) 
(Die abweichenden Angaben von Borsche und Frank beruhen 
auf einer Verwechslung und beziehen sich auf Dehydrochol- 
siiure-methylester.) 

Unsere Versuche, Desoxycholsiuremethylester durch CrO, 
in Kisessig zu Dehydro-desoxycholsiure-methylester zu oxy- 
dieren, lieferten uns ein schwer zu reinigendes Rohprodukt. 
Ks enthielt neben dem gesuchten Ester der Dehydro-desoxychol- 
siure ziemlich viel Desoxybiliansiure-monomethylester 
3R—C,,H,,0,-CH(CH,)-CH,-CH,-CO,CH,, der aus Essigester 
in farblosen Nadeln vom Schmelzpunkt 278° herauskam. 

2,495 mg Substanz gaben 6,133 mg CO,, 1,975 mg H,0. 

C,,H,,0, Ber. C 66,64 °/, H 8,50 %, 
Gef. ,, 67,06 » 8,85. 

Die Reduktion der Dehydrosiure zu Desoxychol- 
siure haben wir mit 5¢g in 50 ccm Kisessig durchgefiihrt. 
Der berechnete Wasserstoffverbrauch (570 ccm) wurde nicht 
ganz erreicht; 500 ccm waren bereits nach 10 Minuten ab- 
sorbiert. Das Filtrat vom Katalysator engten wir im Vakuum 
auf dem Wasserbade stark ein und spritzten es dann mit 
Wasser aus. Dabei schied sich Eisessig—Desoxycholsiure 
in feinen, zentrisch gruppierten Nidelchen ab. Sie schmolzen 
nach nochmaligem Umkrystallisieren aus wenig Hisessig fiir 
sich und mit der Eisessigverbindung der natiirlichen Desoxy- 
cholsiiure gemischt bei 141—143° und wurden zur Analyse 
wieder 48 Stunden iiber Atzkali getrocknet. 

2,775 mg Substanz gaben 6,975 mg CO,, 2,495 mg H,0O. 


2,683 mg “ » 6,786 mg , , 2,437 mg ,, 
C,,H,.0,°C,H,0, Ber. C 68,98 °/, H{ 9,80 °/, 
Gef. ,, 68,57, 69,00 ,, 10,06, 10,16. 


Die Drehung des analysierten Priparates betrug: [«]j” = 
-+- 49,33° (Konzentration der KEisessiglisung 2,711°/,, ab- 
gelesener Winkel + 1,339°). Bei der Veresterung mit Diazo- 
methan lieferte es einen Methylester, der wie der Methyl- 
ester der natiirlichen Desoxycholsiure mit '/, Mol Methanol 


') Diese Zs. Bd. 128, S$. 159 (1922). 


: a 
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krystallisierte und sich auch sonst in jeder Hinsicht mit ihm 
identisch erwies. 
4,326 mg Substanz (exsiceatortrocken) gaben 3,387 mg AgJ. 
0,4517 g - ( a ) verloren bei 100° im Vakuum 
iiber P,O, 0,0174 g. 
(C,;H4,0,),*CH,O Ber. OCH, 11,02 °/, CH,0 3,79 °/, 
Gef. ,, 10,84 » 38,85. 
| 3,740 mg Substanz (methanolfrei, vgl. oben) gaben 2,160 mg AgJ. 
C,,H,.0, Ber. OCH, 7,63 °/, Gef. OCH, 7,63 °/,. 


III. 7,12-Dioxycholansaure 4R-—C,,H,,0, aus 7,12-Diketo- 
cholansaure 4R—C,,H.,0,. 


Den a.a. QO. schon beschriebenen Versuch von Borsche 
und Frank haben wir mit 4g Diketosiiure in 50 ccm Eis- 
essig wiederholt. Nach 10 Minuten waren 400 ccm Wasser- 
stoff von den berechneten 460 ccm, nach weiteren 10 Minuten 
noch 20 ccm absorbiert. Dann hérte die Absorption auf. Das 
Reduktionsprodukt schmolz nach zweimaligem Umkrystallisieren 
aus Essigester, in dem es ziemlich schwer ldslich ist, wie 
friiher bei 207—208°. 





IV. Redukto-biliobansaure 3R-—C,,H..0, aus Biliansaure 
3R—C,,H.,0,. 


Die Reduktion von Diliansiure (5 g in 60 ccm Eisessig) 

zu Redukto-biliobansi&ure haben wir viermal hintereinander 

mit vollkommen gleichem Erfolge durchgefiihrt. In jedem Fall 
war die berechnete Menge Wasserstoff (500 ccm) bereits nach 
S8—10 Minuten angelagert. Aus dem Filtrat vom Platin fiel 
die neue Siure beim Verdiinnen fast analysenrein in farb- 
losen Nadeln vom Schmelzp. 240—242° aus. Aus Aceton + 
Wasser krystallisierte sie in tarnwedelartig angeordneten gliin- 
zenden Blittchen, die bei 243° konstant schmolzen. Zur 
Analyse wurden sie bei 120° im Vakuum iiber P,O, getrocknet. 


2,998 mg Substanz gaben 7,225 mg CO,, 2,235 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 66,02 °/, H 8,32 °, 
Gef. ,, 65,75 
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Redukto-biliobansiure wird in Eisessig durch CrO, schon 
in der Kilte glatt zu Biliobansiure (aus verdiinnter Kssig- 
siiure feine Nadeln vom Schmelzp. 307°) oxydiert. 

Redukto-biliobansiure-methylester krystallisiert aus 
verdiinntem Methanol in feinen, radial zusammenstehenden 
Nadelchen und schmilzt bei 135°. 

2,545 mg Substanz gaben 3,680 mg AgJ. 

C.gH,,0, Ber. OCH, 13,32°/,  Gef. OCH, 13,72 °%,. 


V. 7-Oxy-lithobiliansaure 3R—C,,H,.0. aus Desoxybiliansaure 
3R—C,,H,,0.. 

Angewandt wurden 3 g Desoxy-biliansiure in 75 ccm Eis- 
essig. Die Wasserstoffanlagerung vollzog sich langsamer wie 
bei der Biliansiure. Nach 1/, stiindigem Schiitteln waren erst 
100 ccm (berechnet etwa 150 ccm) aufgenommen. Die Oxy- 
siiure fiel beim Verdiinnen der eingeengten Lésung in weiBen 
Blattchen aus, die sich beim Umlésen aus verdiinnter Essig- 
siiure in feine, in charakteristischer Verzweigung zusammen- 
stehende Nidelchen verwandelten und danach bei 269—271° 
schmolzen. 

2,570 mg Substanz gaben 6,190 mg CO,, 2,100 mg H,O. 

C,,.H,,0, Ber. C 65,72 °%, H 8,74 %, 
Gef. ,, 65,71 , 1 

Der Trimethylester der Siure krystallisierte aus ver- 

diinntem Methanol in haarfeinen Nadeln vom Schmelzp. 105°. 


4,605 mg Substanz gaben 5,895 mg Ag. 
08,0, Ber. OCH, 19,38 Gef. OCH, 19,16. 


VI. Tetrahydro-brenz-desoxy-biliansaure 4R—C,,H,.0, aus 
Brenz-desoxybiliansaure 4R—C,.H,,0,. 

3,6 ¢ Brenz-desoxybiliansiiure in 75 com Kisessig nahmen 
innerhalb 1 Stunde im ganzen 370 ccm (berechnet 400 ccm) 
Wasserstoff auf. Das Reduktionsprodukt krystallisierte aus 
verdinnter Essigsiiure in gliinzenden, diinnen Prismen vom 
Schmelzp. 211—213°, der zugehérige Methylester aus ver- 
diinntem Methanol in lanzettformigen Blittchen vom Schmelz- 
punkt 168° (nach vorherigem Sintern). 
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Analyse der Siure: 
2,580 mg Substanz (im Vakuum iiber P,O; bei 120° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet) gaben 6,935 mg CO,, 2,340 mg H,0O. 
C.3;H,,0, Ber. C 72,97°, H 10,12 °, 
Gef. ,, 73,30 » 10,15 
Analyse des Methylesters: 
2,887 mg Substanz gaben 7,788 mg CO,, 2,640 mg H,O. 


5,210 mg * »  3,140mg Ag. 
C,H. 0, Ber. C 78,42 °/, H 10,28 °/, OCH, 7,91 */, 
Gef. ,, 73,59 ,, 10,21 , 7,96 


Kin Versuch, den Ester in Pyridin mit 2 Molen p-Nitro- 
benzoylchlorid umzusetzen und so die beiden Hydroxyle in 
ihm direkt nachzuweisen, fiihrte nur zu einem amorphen Stoff, 
fiir dessen Kinheitlichkeit wir keine Anhaltspunkte hatten. 


Redukto-isobiliobansaure 3R—-C, H..0. aus Isobiliansaure 
3R—O, ,H, ,0.. 

Redukto-isobiliobansaure ist schon von Borsche und 
Frank (a. a. O.) beschrieben worden. Wir haben sie mit f 
unserem ausgezeichneten Katalysator ohne jede Schwierigkeit | 
wiedererhalten. Die Reduktion von 4,5 g Isobiliansiure be- 
anspruchte etwa 30 Minuten. Die Reduktosiure begann be- 
reits beim Abdestillieren des EKisessigs im Vakuum aus- 
zukrystallisieren und schmolz nach 2 maligem Umkrystallisieren 
aus verdiinntem Alkohol bleibend bei 278°. 


2,672 mg Substanz gaben 6,490 mg CO,, 2,200 mg H,0O. 








C,,H;,0, Ber. C 66,02), H 8,32 %, 
Gef. ,, 66,26 , 8,88 


List man Redukto-isobiliobansiure in iiberschiissiger 
0,5 n-Natronlauge und erwiirmt einige Stunden auf dem Wasser- 
bade, so wird sie zu 7,12-Dioxy-lithobiliansiure 
3R—C,,H,,O, aufgespalten. Wir haben diese bei 0° mit der 
berechneten Menge n-Schwefelsiure ausgefiillt, sie nach griind- 
lichem Auswaschen in Hisessig unter kurzem Erwirmen gelost 
und durch Verdiinnen und Abkihlen beschleunigt krystalli- 
sleren lassen. So erhielten wir sie in feinen Niidelchen, die 


bei 162° aufschiumten, um dann sofort unter Rickbildung | 





j , 
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der Lactonsiure zu erstarren und sich erst bei 278° endgiiltig 


zu verfliissigen. 


2,355 mg Substanz (9 Std. im Vakuum bei 100° iiber P,O, ge- 
trocknet; Schmelzpunkt danach unverindert 162°) gaben 5,445 mg CO,. 
1,840 mg H,0. 

C.,H3,05 Ber. C 63,41 °/, H 8,43 °/, 
Gef. ,, 63,08 », 8,81 

Durch CrO, in Eisessig oder noch bequemer durch kon- 
zentrierte Salpetersiure wird Redukto-isobiliobansiure zu der 
um 2H irmeren Oxo-lactonsiure I[sobiliobansiure 
3R—C,,H,,0, oxydiert. UbergieBt man z. B. 0,5 g davon mit 
2,5 com Salpetersiiure (spez. Gew. 1,4), so lésen sie sich zu- 
nichst unter schwacher Erwarmung. Dann setzt leichte Ent- 
wicklung von Stickoxyden ein und nach wenigen Minuten 
scheidet sich ein groBer Teil des Oxydationsproduktes in weiBen, 
wiirfelihnlichen Krystallen aus. Der Rest wird durch vor- 
sichtiges Verdiinnen ebenfalls krystallin gefallt. Aus ver- 
diinntem Alkohol erhielten wir den Stoff in schén ausgebildeten 
Nadeln vom Schmelzp. 264—265°. Trotzdem sie vollkommen 
einheitlich aussahen, gaben sie auch nach sorgfaltigstem Trocknen 
bei der Analyse einen etwas zu niedrigen Kohlenstoffwert. 

3,535 mg Substanz gaben 8,500 mg CO,, 2,540 mg H,0. 

C,,H,,0, Ber. C 66,32 °%, H 7,89 °/, 
Gef. ,, 65,60 , 8,04 

Das gleiche beobachteten Frank und wir an zwei durch 

CrO, gewonnenen Priiparaten, die bei 266—267° schmolzen. 


2,892 mg Substanz gaben 6,921 mg CO,, 2,146 mg H,O. 


2,540 mg ‘ » 6,092 mg CO,, 1,875 mg H,O. 
C,,H,.0, Ber. C 66,32 °/, H 7,89 °/, 
Gef. ,, 65,30 65,43 °/, » 8,30 8,26 °%/, 


Auf der anderen Seite zeigte das Oxim der Isobilioban- 
siure (aus 0,2 ¢ Siure in 8 ccm Alkohol + 0,2 g Hydroxyl- 
aminchlorhydrat und 0,5 g Natriumacetat in 2 ccm Wasser 
durch 1 tagiges Erwiirmen auf dem Wasserbad; aus verdiinntem 
Alkohol farblose Krystillchen, die bei etwa 215° unter Zer- 
setzung schmolzen) einen etwas zu hohen N-Gehalt. 


2,950 mg Substanz gaben 0,091 cem N (22°, 746 mm). 
C,,H,,0,N Ber. N 3,12 °, Gef. N 8,50 °, 


j 
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Dasselbe beobachteten wir bei dem Oxim des bei 172° 
schmelzenden Isobiliobansiure-dimethylesters, das 
aus Methanol in wohlausgebildeten, langen Nadeln heraus- 
kam und sich unter Zersetzung bei 188° verfliissigte. 


2,603 mg Substanz gaben 6,125 mg CO,, 1,805 mg H,O. 


5,485 mg ‘ » 9,180 cem N (20°, 747 mm). 

4,310 mg ‘ 5» 0,142 cem N (21°, 760 mm). 

C.,H;,0;,N Ber. C 65,379, H 823% N 293%, 
Gef. ,, 64,20 oan » 3,75 3,83 


Ks scheint danach fast so, als ob bei der Oxydation von 
Redukto-isobiliobansiure neben Isobiliobansiiure eine kleine, 
ihr hartnickig anhaftende Menge von Isobiliansiure entstiinde. 

Durch katalytische Reduktion lieB sich unsere Isobilioban- 
siure glatt (2,4 g in 60 ccm Kisessig in 10 Minuten!) wieder 
in Redukto-isobiliobansiure vom Schmelzp. 278° zuriick- 
verwandeln. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
und der J. D. Riedel A.-G. in Berlin-Britz sind wir fir 
die Hilfe, die sie uns bei der Durchfiihrung dieser Unter- 
suchung haben zuteil werden lassen, wiederum zu wiirmstem 
Dank verpflichtet, den wir auch hier gern zum Ausdruck 
bringen. 





:_E TEETER . 




















Uber einige neue Verfahren zur Gewinnung von 
Haminderivaten. 


I. Mitteilung. 


Von 


0. Schumm. 


(Aus dem VPhysiologisch-Clhemischen Institut der Hamburgischen Universitat. 
Allg. Krankenhaus Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Marz 19238.) 


Wihrend Hiimin bei kurzem Kochen mit reiner Brenz- 
traubensiiure unter Porphyrinbildung enteisent wird+), bewirkte 
ein Gemisch aus Anilin und Brenztraubensiure oder Hydrazin- 
hydrat unter den von mir gewithlten Versuchsbedingungen dem 
spektroskopischen Befunde nach keine Porphyrinbildung, son- 
dern anscheinend nur eine Absiittigung von Seitenketten.”) Bei 
hiufiger Wiederholung dieser Reaktion habe ich regelmabig 
ein Produkt erhalten, dessen Liésung in hydrazinhaltigem Pyri- 
din ein auf Mesohimin und seine Ester passendes Spektrum 
gab, (I. symm. etwa 547,5, IL. schwicher, schmiler, etwa 517,5). 
Beim Enteisenen mit Hydrazin—Kisessig wurde daraus ein Por- 
phyrin erhalten, das in seinen Spektren nahe Ubereinstimmung 
mit Mesoporphyrin zeigte. Kin mit obigem spektroskopisch 
nahe iibereinstimmendes EKisenporphyratin bildet sich, wenn 
man eine Lisung von Hiimin in viel Anilin mit gleichviel Kisessig 
aufkocht und nach Zusatz von Eisenpulver (Ferr. reduct.) einige 
Minuten im Sieden erhilt. Kocht man Himin einige Minuten 
mit reinem Hydrazinhydrat, so tritt eine derartige Umwandlung 
nicht ein, wohl aber, wenn man Hydrazinhydrat auf eine 


') Diese Zs., im Druck. 
*) Diese Zs., im Druck. 
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siedende Lésung von Himin in p-Toluidin oder Phenol oder 
auf eine siedende Aufschwemmung von Himin in Glycerin, 
Glykol, Amylalkohol, Olivendl oder flissigem Paraffin unter 
Beibehaltung des Siedens einwirken liBt, ferner beim Erhitzen 
von Himin mit Hydrazinhydrat unter Druck auf ungefiihr 200°. — 
Kine sehr bezeichnende Verinderung erfahrt das Hiimin endlich 
beim Schmelzen mit Pyrogallol oder Resorcin. Zuniichst ent- 
steht hierbei ein Produkt, das sich in hydrazinhaltigem Pyri- 
din spektroskopisch etwa wie Mesohamin verhalt. Ob voriiber- 
sehend oder bei irgendwie gemildertem Reaktionsverlauf zuvor 
noch die Kisenkomplexverbindung des Himatoporphyrin Nencki 
entsteht, bedarf noch der Priifung. Erhilt man die Schmelze 
noch einige Zeit (je nach der relativen Menge des eingesetzten 
Hiimins z. B. 5—15 Min.) auf einer Temperatur, bei der das 
Reagens, z. b. Resorcin zwar merklich verdampft, jedoch noch 
nicht siedet, so entsteht in guter Ausbeute ein Kisenporphy- 
ratin, das sich nach dem bisherigen Ergebnis der Untersuchung 
wie die Kisenkomplexverbindung des Kopratoporphyrins ver- 
hilt. Der Verlauf dieser anscheinend 2stufigen Schmelzreaktion 
libt sich mit Hilfe eines Gittermefspektroskops genau vers 
folgen. Nach kurzem Schmelzen zeigt ein herausgenommener 
Tropfen in hydrazinhaltigem Pyridin eine Verbreiterung und 
Verlagerung des Hiimochromogenspektrums derart, daB die 
Mitte des Str. I. statt auf 557 auf 553 oder 552 liegt, oder 
eine Spaltung des Str. 1, so daB er zwei durch eine schmale 
Authellung getrennte Maxima auf etwa 557 oder 558 und 547 
oder 548 erkennen libt. Kine bald danach herausgenommene 
neue Probe zeigt in demselben Reagens gewohnlich nur noch 
einen einheitlichen Streifen I. auf etwa 547 (wie Mesohimin). 
Setzt man das Erhitzen fort, so tritt eine neue Umwandlung 
ein, nach deren Ablauf eine Probe in hydrazinhaltigem Pyridin 
scharf und eindeutig das Spektrum des Kopratins (Hauptstreifen 
symm., 545,0, Nebenstreifen etwa 516,0, ferner noch iuBerst 
zarte Streifen auf ungefiihr 5384 und 504) zeigt. Im Ubergangs- 
stadium findet man den Hauptstreifen in mittlerer Lage, etwa 
auf 546,0. Ist der Endpunkt (Hauptstreifen 545,0) erreicht, so 
zeigt auch nach weiterem minutenlangen Erhitzen der Schmelze 
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eine neuerdings entnommene Probe in obigem Reagens den 
Hauptstreifen auf 545,0. Bei der Enteisenung mit Hydrazin- 
Kisessig, die ich sowohl an dem aus der Schmelze abgeschiedenen 
Kisenporphyratin als auch an der Auflésung der Schmelze in der 
50—100fachen Menge Eisessig ausgefiihrt habe, erhielt ich neben 
gelbem Zersetzungsprodukt ein Porphyrin, das bei allen bislang 
daran angestellten Reaktionen volle Ubereinstimmung mit Ko- 
pratoporphyrin aufwies. Das in bekannter Weise abgeschiedene 
Porphyrin hatte die Willstitter-Salzsiurezahl 0,4 bis 0,5. 
Aus der schén violetten Lésung in 25°/,iger Salzsiure ging 
das Porphyrin wie Kopratoporphyrin und im Gegensatz zu 
Mesoporphyrin nur in geringer Menge in reines Chloroform 
iiber, war aber trocken in reinem Chloroform betrichtlich léslich. 
Die Lésung in 98°/,iger Schwefelsiure war schén violett; 
das Porphyrin leB sich daraus mit Natriumacetatlésung wieder 
in Ather bringen, die Lisung gab dasselbe Spektrum wie eine 
Lésung des urspriinglichen Porphyrins! LEinstiindiges Kochen 
mit 1°/, H,SO, enthaltendem Hisessig oder 25°/,iger Salzsiure 
bewirkte keinerlei Andeutung derjenigen Umwandlung (in Hi- 
materinsiiure), die das Himatoporphyrin Nencki dabei erleidet. 
Dieses Porphyrin kann durch die drei letztgenannten Proben 
mit Sicherheit ausgeschlossen werden; eine gréBere Beimengung 
wiirde sich auch durch abweichende spektrometrische Werte der 
Atherlésung verraten. — Durch einstiindiges Kochen mit 1°/, HCl 
enthaltendem Methyl- oder Athylalkohol lieB sich das Porphyrin 
verestern und der Kster in bekannter Weise krystallisieren. Der 
in N/10-Kalilauge vollstindig unldsliche Methylester léste sich 
sehr leicht in Chloroform. Beim Schiitteln mit gleichviel 
25°/,iger Salzsiiure gab die Lésung nur sehr wenig Farbstoff 
an die Salzsiiure ab. — Die genaue Ubereinstimmung der 
spektrometrischen Werte des obigen Porphyrins mit denen des 
krystallisierten Kopratoporphyrins wurde festgestellt an Lésungen 
in reinem und in salzsiurehaltigem Chloroform, reinem und 
1°), Essigsiiure enthaltendem Ather, 25 °/,iger Salzsiure, 
98°/,iger Schwefelsiiure und der Lésung des Methylesters in 
reinem und salzsiiurehaltigem Chloroform und in 98°/ iger 
Schwefelsiure. — Da das Porphyrin eine so weitgehende Uber- 
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einstimmung mit Kopratoporphyrin zeigt, halte ich es fiir sehr 
wahrscheinlich, daB es mit diesem identisch ist. Sein Verhalten 
gegen N/10-Kalilauge, der vollstindige Ubergang des Porphyrins 
aus seiner iitherischen Lisung beim Schiitteln mit selbst sehr 
schwacher Kalilauge und die vollstiindige Unléslichkeit des 
Methylesters in N/10-Kalilauge weisen im Verein mit anderen 
Kigenschaften des Kérpers darauf hin, daB er gleich den iibrigen 
echten Blutfarbstotf-Porphyrinen 2 Carboxylgruppen besitzt. Die 
bislang nur an Kopratoporphyrin nachgewiesene nahezu iiber- 
einstimmende Lage der Streifengruppe bei Lésungen in 25°/,iger 
Salzsiiure und 98°/ iger Schwefelsiiture im Abstande von fast 
genau 4uu gegeniiber Hamatoporphyrin Nencki (bezogen auf 
den Hauptstreifen J. der Lésung in 25°/, iger Salzsiiure) findet 
sich genau so an obigem Porphyrin. Da dessen Eisen- 
komplexverbindung gleich der des Kopratoporphyrins 
bei 1 Minute langem Erhitzen mit der 100fachen Menge 
Resorcin auf i90° keine Verinderung aufweist, die auf die 
Kntstehung eines anderen Kisenporphyratins hindeutet, vielmehr 
bei der danach vorgenommenen Enteisenung mit HKisessig— 
Hydrazinhydrat wieder ein Porphyrin vom spektroskopischen 
Verhalten des Kopratoporphyrins lefert, so halte ich es fiir 
erwiesen, da8 das beschriebene Porphyrin auf der gleichen 
Abbaustufe steht wie Kopratoporphyrin. Sollte es mit ihm 
nicht vollkommen identisch sein, so kann es in seiner Kon- 
stitution nach meinem Dafirbhalten doch nur ganz unwesentlich 
abweichen. Die Higenschaften dieses Porphyrins sprechen dafiir, 
daB bei der Resorcinschmelze keine Decarboxylierung des Hii- 
mins eintritt, es sei denn an dem Teil, der bei andauerndem 
Kochen der Schmelze vielleicht Eisen verliert und iiber die 
Porphyrin-Stufe hinaus zersetzt wird. 

Unterwirft man obiger Reaktion die Kisenkomplexverbin- 
dung des Himatoporphyrin Nencki, so erleidet diese eben- 
falls eine Umwandlung; im spektroskopischen Befund stimmt 
das Produkt mit dem Kopratin iiberein. 

Wahrend ich anfangs nur wenige Milligramm Himin mit 4 
bis 10 ccm fliissigem Pyrogallol oder Resorcin behandelte, habe ich 
neuerdings auf etwa 100 ccm geschmolzenen Resorcins ein bis 
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mehrere Gramm Hiimin verwandt. Da der erhaltene Kérper | 
sich ebenso wie das erste Umwandlungsprodukt (I. 547, s. oben) | 
mit Hydrazin—Eisessig bei Zimmertemperatur sehr schnell ent- 
eisenen laBt, werden durch die neuen Reaktionen nicht nur die 
genannten Eisenporphyratine, sondern auch die zugehérigen 
Porphyrine leicht zugiinglich. Sollte die schon in Angriff ge- 

; nommene weitere Untersuchung die vermutete Identitat des 
einen Porphyrins mit Kopratoporphyrin bestitigen, so wiirde 
obige rein chemische Darstellungsmethode einen groBen Fort- 
schritt gegeniiber dem bisher einzigen sehr unbequemen und 
langwierigen bakteriochemischen Verfahren bedeuten. — Ich 
beabsichtige die beschriebenen Verfahren auch auf andere Por- 
phyratine, desgleichen auf Porphyrine und ahnliche Verbindungen, 
endlich auch auf andere Kérper auszudehnen und dabei &hn- 
liche reduktive wie auch oxydative Behandlungsverfahren mit 
heranzuziehen. 





Anmerkung bei der Korrektur. Bei der Fortsetzung der 
Untersuchung habe ich gefunden, daB folgende Verfahren in durchweg 
glattem Reaktionusverlauf zur Entstehung gut gekennzeichneter Derivate 
des Hiimins bzw. der Himaterinsiure fihren: 1. Phenolschmelzen bzw. 
Phenol — Eisen, — Kupfer, — Zinkschmelzen, 2. Phenol-Oxalsiiureschmelzen, 
3. Phenolschwefelsiuresehmelzen, §-Naphthol-Schwefelsiiureschmelzen 
und Phenolschwefelsiure-Chromsiureschmelzen, 4. Behandlung mit be- 
stimmten sog. indifferenten hochsiedenden aliphatischen und aromatischen 
Verbindungen. 

Kinige der angewandten Mittel reagieren in spezifischer Weise. 
Kin merkwiirdiger Unterschied in der Einwirkung auf Himin ergab sich 
bei der Behandlung mit den drei isomeren Dioxybenzolen, unter denen 
Resorcin durch seine eigentiimliche Wirkungsweise hervorragt, die iibrigens 
iihnlich auch an Orcin und Pyrogallol festgestellt wurde. — Sehr eigen- 
artig ist auch der Reaktionsverlauf zwischen Hiimin und sehr schwach 
schwefelsiiurehaltigem $-Naphthol'): bei mittlererTemperaturPorphyrin- | 
bildung, im Sieden Riickverwandlung zu einer mit dem Kopratin 
spektroskopisch nahe tibereinstimmenden Eisenkomplexverbindung. 
— Niiheres in der folgenden Mitteilung. — 9. IV. 28, O. Schumm. 


1) Ahnlich auch Kresol, Di- und Trioxybenzole. 








Zur Kenntnis des Lignins. 
IV. Mitteilung. 


Uber losliches Fichtenholzlignin verschiedener Darstellungsart. 
Von 


A. Friedrich. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Marz 1928.) 


I. 

Wie in der vorangehenden Mitteilung') berichtet, werden 
hei der Darstellung von lislichen Ligninen mittels Athylalkohol 
und Mineralsiiure Athylgruppen durch das Lignin aufgenommen. 
Die so gewonnenen Lignine enthalten somit auBer dem Me- 
thoxylgehalt des urspriinglichen Lignins mit rund 14,5 °/, 
noch 4—5°/, Athoxyl. Dadurch ergibt sich die Frage, in 
welcher Art die bei der Lignindarstellung aufgenommenen 
Alkylgruppen an das Lignin gebunden sind bzw. welche Um- 
setzung bei der Darstellung derselben vor sich geht. Bror- 
Holmberg und Sten Runius?) gelangen auf Grund ihrer 
Untersuchungen zur Annahme, da das Lignin acetalartig an 
die Cellulose gebunden ist und die mittels Alkohol gewonnenen 
alkylierten Lignine Acetale seien. Die Versuchsergebnisse sind 
jedoch nicht eindeutig. Eine experimentelle Bestiatigung ihrer 
Ansicht durch Siurespaltung des Acetales und Nachweis der 
freien Carbonylgruppe wurde nicht erbracht. 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden von drei Gesichts- 
punkten aus in Angriff genommen. Erstens wurde versucht, 
festzustellen, unter welchen Bedingungen bei der Darstellung 





1) Diese Zs. Bd. 168, S. 50—67 (1927). 
*) Svensk Kem. Tidskr. Bd. 87, 8S, 189—197 (1925); C. Bd. 97, I, 
S. 186 (1926). 
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von léslichen Ligninen mittels Alkohol Priiparate mit héchstem 
Alkoxylgehalt erzielt werden; zweitens inwieweit die Abwesen- 
heit von Wasser bei der Lignindarstellung von KinfluB ist 
und drittens wieweit die gewonnenen Lignine gegen Lauge be- 
stindig sind. Fir diese Untersuchungen wurde an Stelle von 
Athylalkohol Methylalkohol verwendet, so daB die gewonnenen 
Priparate nur Methoxylgruppen enthalten und die weniger 
exakten Methoden zur quantitativen Bestimmung von Athoxy! 
neben Methoxyl nicht verwendet werden brauchen. Da der 
Methoxylgehalt des urspriinglichen Fichtenholzlignins mit 14,5°), 
bereits nachgewiesen ist, ergibt sich die Aufnahme von wei- 
teren Methylgruppen aus der Erhéhung, welche der Methoxyl- 
gehalt iiber diese Zahl hinaus erfihrt. Aus einer Reihe vou 
Lignindarstellungsversuchen mittels Methylalkobol und Salz- 
siiure ergibt sich zuniichst, daB die Abwesenheit von Wasser 
nur zum Teil zur Erhéhung des Methoxylgehaltes beitriigt. 
Von gréBerer Bedeutung ist dagegen die Dauer der EKinwirkung 
des Lésungsmittels auf das Lignin. Es ist nicht gleich, ob 
nach dem Auskochen des Holzes mit salzsiurehaltigem Alkohol 
das in Lésung gegangene Lignin sogleich gefallt wird, oder 
ob das bereits geléste Lignin bei Zimmertemperatur noch linger 
der Einwirkung des Lésungsmittels ausgesetzt ist. So kanu 
bei Darstellung eines Lignins mit Jufttrocknem Holz, halb 
konzentrierter Salzsiiure und 80°/,igem Methylalkohol durch 
langes Einwirken des Lésungsmittels ein Priparat mit héherem 
Methoxylgehalt erreicht werden, als wenn die Darstellung in 
absolut alkoholischer Lésung erfolgt und das Lignin unmittel- 
bar nachdem es in Lésung gegangen ist, aus der abgekiihlten 
Lésung gefallt wird. 

Durch Verbindung dieser beiden Bedingungen, absolut 
ilkoholischer Lésung und sehr lange Einwirkungsdauer wurden 
Priiparate mit einem Methoxylgehalt von 23,2 °/, erzielt, welche 
den héchst erreichten Methoxylgehalt darstellen. Die anderen 
Priparate zeigen je nach der Darstellungsart emen Methoxy!l- 


‘ , QR _99 90! 
gehalt von 19,5—-22,2°),. 


Durch Behandlung mit Lauge ergeben alle gewonnenen 
Ligninpriiparate eine Senkung des Methoxylgehaltes. Die Ab- 
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spaltung von Methyl ist jedoch je nach den Praparaten ver- 
schieden. Die gréBbte Abnahme von 4,5—5°/, ergeben die 
Praparate mit dem héchsten Methoxylgehalt von 23,2°/,; ist 
der Methoxy!gehalt des Lignins tiefer, so ist auch die durch 
Lauge erreichbare Abspaltung an Methyl geringer. 

Fiir das in der vorangehenden Mitteilung angenommene 
Molekulargewicht des Fichtenholzlignins mit rund 650 miiBte 
bei Aufnahme von einer Methylgruppe der Methoxylgehalt von 
14,5°/, auf 18,5°/° steigen, bei Aufnahme von zwei Methyl- 
gruppen auf 22,8°/,. Das Priparat mit 23,2°/, Methoxyl ent- 
spricht sonach der Aufnahme von zwei Methylgruppen. Die 
bei der Verseifung dieses Praparates erhaltene Senkung des 
Methoxylgehaltes auf 18,5°/, l4Bt schlieBen, daB von den beiden 
aufgenommenen Methylgruppen eine esterartig gebunden ist: 
wofiir spiiter noch ein weiterer Beweis erbracht wird. Aus den 
Verseifungsversuchen ergibt sich weiter, daf die Aufnahme der 
beiden Methylgruppen bei der Lignindarstellung gleichzeitig 
vor sich gehen muf, da von jedem Priiparat anniithernd immer 
die Hilfte des jeweils aufgenommenen Methyls abgespalten 
werden kann. 

Was die zweite, durch Lauge nicht verseifbare Methyl- 
eruppe anlangt, so kann dariiber nichts Bestimmtes gesagt 
werden, da es noch zweifelhaft ist, ob itiberhaupt eine an das 
Molekiil gebundene Methylgruppe vorliegt; die diesbeziiglichen 
Versuche sind noch nicht abgeschlossen. 

Aus den vorliegenden Versuchen geht hervor, dab sowohl 
die Annahme einer esterartigen als auch einer acetalartigen 
Bindung des Lignins an die Cellulose nicht. zutrefien kann. 
Wire eine solche Bindung vorhanden, so miiBte bei den Dar- 
stellungsversuchen mit absolutem Alkohol und Salzsiiuregas, 
in dem Augenblick, wo die Lignin-Cellulosebindung gespalten 
wird, die Umesterung oder Umacetalisierung erfolgen, da der 
Alkohol in enormem UberschuB vorhanden ist. Dies ist aber 
nicht der Fall, sondern die Aufnahme der Methylgruppen ist 
ganz von der Dauer der Einwirkung des Lésungsmittels ab- 
hingig und erreicht erst nach 20Stunden den héchsten Wert, 
Die Aufnahme der Alkylgruppen ist sonach ein sekundirer 
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ProzeB zwischen bereits geléstem Lignin und dem Lésungs- 
mittel. 
If. 

Die weiteren Untersuchungen waren darauf gerichtet, lés- 
liche Lignine darzustellen, welche nur den Methoxylgehalt des 
urspriinglichen Lignins aufweisen. Diese Versuche fiihrten zu 
drei neuen Darstellungsmethoden fiir lésliche Lignine, worunter 
eine durch Einfachheit und gute Ausbeute ausgezeichnet ist 
und berufen erscheint, die Lignindarstellung mittels Alkohol 
zu verdringen, niimlich die Lignindarstellung mittels Kisessig. 

Fiigt man zu Hisessig 3 Vol-°/, konzentrierter Salzsiure, 
triigt das Holzmehl in die Fliissigkeit ein und erwarmt am 
Wasserbade, so geht Lignin reichlich in Liésung. Die Fliissig- 
keit wird innerhalb einer 3/, Stunde gelb bis braun, bei wei- 
terem Erwiirmen immer dunkler, nach 1 Stunde ist dieselbe 
tiefbraun bis schwarz. Durch Fallen der vom Holzriickstand 
filtrierten Lésung mittels Wasser wird das Lignin gewonnen. 
Diese Darstellung erfordert sonach nur einen Bruchteil von 
Zeit und Arbeit gegeniiber den Darstellungen mittels Alkohol. 
Je dunkler man die Fliissigkeit werden liBt, um so gréBer die 
Ausbeute an Lignin. Es hat sich jedoch vorteilhaft erwiesen, 
die Reaktion zu unterbrechen, sobald die Lésung braune Farbe 
angenommen hat: es werden dann helle, leicht lésliche Lignin- 
priparate gewonnen. Li8t man die Fliissigkeit tiefbraun bis 
schwarz werden, so erhilt man zwar eine grobe Ausbeute an 
Lignin, doch sind die Priparate von dunkler Farbe und ver- 
harzen ungemein rasch zu vollkommen unléslichen Produkten. 
Das Holz kann wiederholt zur Ligningewinnung verwendet 
werden. 

Die so gewonnenen Ligninpriiparate miissen zur Kntfer- 
nung der anhaftenden Essigsiiure zuniichst griindlich gewaschen 
und dann durch Auflésen in Alkohol und Fallen mit Wasser 
von den letzten Resten derselben befreit werden. Das ge- 
trocknete Priparat zeigt einen Methoxylgehalt von 10,5°/,, 
woraus zuschlieBen ist, daB vom Lignin Essigsiiure aufgenommen 
wurde, Fiigt man zur alkoholischen Lésuug dieses Lignins 
iiberschiissige n/45-Lauge, erhitzt kurz am Wasserbade und 
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titriert zuriick, so ergibt sich ein Verbrauch an Alkali, der 
ungefihr 4 Molekiilen Essigsiure pro Molekiil Lignin entspricht. 
Das mit Lauge behandelte Lignin zeigt dann einen Methoxyi- 
gehalt von 14,4°/,. AuBer durch Behandlung mit Lauge kann 
auch durch Umfallen mittels Ather die Essigsiiure abgespalten 
werden. So zeigen die Priparate nach dem Reinigen durch 
Umfallen aus Chloroformlésung mittels Ather und Benzol eben- 
falls einen Methoxylgehalt von 14,4°/,. Wird das Atherfiltrat 
mit Wasser ausgeschiittelt, so zeigt dieses saure Reaktion. 
Daraus liBt sich schlieBen, da’ hier keine chemische Bindung, 
sondern nur eine Anlagerung von Kssigsiiure vorliegt. 

Wird auf das gereinigte Lignin mit dem Methoxylgehalt 
14.5°/, Phenylhydrazin einwirken gelassen, so ergibt sich ein 
Reaktionsprodukt mit 2,1°/, Stickstoff und eine Erniedrigung 
des Methoxylgehaltes auf 13,5°/,. Dies entspricht der Auf- 
nahme eines Molekiiles Phenylhydrazin auf das doppelte Lignin- 
molekiil. Das Ergebnis bestitigt somit neuerlich die in der 
vorangehenden Mitteilung gemachte Annahme, daf der Keto- 
form des Lignins das doppelte Molekulargewicht zukom:nt. 

Die Kinwirkung von Alkohol bei Gegenwart von Salzsiure 
auf die Lignine mit 14,4°/, Methoxyl fihrten zu den gleichen 
Ergebnissen, wie sie im ersten Teil bei den Darstellungsver- 
suchen mittels Alkohol beschrieben wurden. Es kénnen so- 
nach die mittels Eisessig dargestellten Lignine in dieselben 
Priparate iibergefiihrt werden, wie sie bei der Darstellung 
mittels Alkohol erhalten werden. Umgekehrt liBt sich ein 
mittels Alkohol dargestelites Priiparat durch lingeres Kochen 
in Kisessiglésung bei Gegenwart von etwas konzentrierter Salz- 
siure in solche nach der Eisessigmethode gewonnenen Prii- 
parate iiberfihren. 

Durch Methylierung mit Diazomethan in alkoholischer 
Lésung oder Dimethylsulfat in alkalischer Lisung steigt der 
Methoxylgehalt von 14,5 auf 23°/,, was der Aufnahme von 
zwel Methylgruppen entspricht. Die Behandlung des Methy- 
lierungsproduktes mit Lauge fihrt zur Verseifung einer Me- 
thylgruppe und ergibt ein Reaktionsprodukt mit 18,5°/, Methoxy]. 


Das verseifte Methylierungsprodukt wurde zur Titration der 
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Carboxylgruppe verwendet. Dieselbe ergab ein Aquivalent von 
rund 650, womit ein weiterer Nachweis fiir das Molekular- 
gewicht des gereinigten Fichtenholzlignins erbracht ist. 


Bei der Benzoylierung werden drei Benzoylgruppen aut- 
genommen. Kin analoges Verhalten zeigt das Lignin bei Be- 
handlung mit Thionylchlorid. Das Lignin reagiert energisch 
unter starker Gasentwicklung. Dabei entsteht,ein braunes, 
glinzendes Produkt, das in allen Lésungsmitteln fast unléslich 
ist. Dasselbe zeigt einen Chlorgehalt von 14°/,, was der Auf- 
nahme von 3 Chloratomen entspricht. 


Bei den Versuchen, Metallsalze des Lignins darzustellen, 
gelang es nicht, solche mit analytisch richtigen Daten zu er- 
halten, da gleichzeitig Metallhydroxyd okkludiert wird; beim 
griindlichen Auswaschen wird wieder das Salz teilweise hydro- 
lytisch gespalten. Ktwas bessere Ergebnisse wurden bei der 
Darstellung von Silbersalzen erzielt. 

Die zweite Methode zur Darstellung von léslichen Ligninen 
ohne Alkohol ist die Darstellung mittels Aceton. Ein dies- 
beziiglicher Vorversuch ist bereits in der vorangehenden Mit- 
teilung aufgenommen; die Methode hat weiter keine Anderung 
erfahren. Die erhaltenen Priparate zeigen ebenfalls einen Me- 
thoxylgehalt wesentlich tiefer als 14,4°/, analog den mittels 
Kisessig dargestellten Ligninen, doch sind hier die gefundenen 
Methylwerte nicht immer gleich. Irgendein Vorteil gegen- 
iiber der EKisessigmethode besteht nicht. Wesentlich ist nur 
die 'atsache, da’ auch bei dieser Darstellung Aceton vom 
Lignin aufgenommen wird und dasselbe durch Umfillen mit 
Ather wieder abgespalten werden kann. Die gereinigten Pri- 
parate zeigen einen Methoxylgehalt von 14,5—15,5°)). 

Die dritte und letzte Methode, die zur Darstellung von 
léslichen Ligninen fiihrt, ist die Lignindarstellung mittels 
Chloroform, welche theoretisch von Interesse ist. Die Dar- 
stellung ist analog den Darstellungen mittels Alkohol oder 
Aceton; die Ausbeuten sind geringer als nach den anderen 
Methoden, Die Priiparate sind von heller Farbe, sehr leicht 
lislich, halogenfrei und zeigen einen Methoxylgehalt von 15,2 
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bis 15,5°/,. Hs ist dies von allen Methoden die einzige, bei 
welcher keine Umsetzung mit dem Liésungsmittel erfolgt. 


Ii. 


Durch die vorstehend beschriebenen Darstellungsmethoden 
fir lésliche Lignine bestiitigt sich weiter der im ersten Teil 
gezogene Schlufb, dab weder eine esterartige noch acetalartige 
Bindung des Lignins an die Cellulose vorliegen kann. Die 
Ligningewinnung durch alkalischen Aufschlu8 des Holzes, welche 
auf eine esterartige Bindung des Lignins an die Cellulose 
schlieBen laBt, gibt nur bei Anwendung von Druck namhafte 
Ausbeuten, welcher nach den vorliegenden Untersuchungen fiir 
eine Esterspaltung nicht erforderlich ware. Bei Druckversuchen 
mit alkalischen Lisungen kommt nach den Erfahrungen, die 
ich bei der Druckoxydation von Lignin und Holz gemacht 
habe, weniger die chemische Wirkung des Lésungsmittels in 
Betracht, als der Umstand, daB dabei der Aggregatzustand 
des Materiales rasch veriindert und die Quellung desselben be- 
giinstigt wird. Es ist sonach wahrscheinlich, dab beim alkali- 
schen AufschluB des Holzes die Anwendung von Druck nur 
notig ist, um das Holz in eine Form zu bringen, in welcher 
die Extraktion des Lignins durch die einschlieBende Cellulose 
nicht gehindert wird. Die rasche AufschlieBung und gute Aus- 
heute, welche bei der Methode mit Eisessig erreicht wird, ist 
sicherlich darauf zuriickzufiihren, daB das Holzmehl in Eis- 
essig stark aufquillt. 

Aus den vorliegenden Untersuchungen libt sich sonach 
schlieBen, da eine chemische Bindung zwischen Ligvin und 
Cellulose nicht vorliegt, wie dies bereits friiher von Wisli- 
cenus') und Koenig?) angenommen wurde. Nach den bei der 
Darstellung mittels Eisessig und Aceton gewonnenen Produkten 
wire das Vorhandensein einer analogen Lignin-Cellulose-Mole- 
kiilverbindung méglich. 

Das gereinigte Fichtenholzlignin ergibt einen Kohlenstott- 


1) Tharandter forstl. Jahrb. Bd. 60, 8. 815 (1909); Noll. Zs. Bi. 6, 
S. 17 (1910). 
*) Chemn.-Ztg. Bd. 36, 8. 1101 (1912). 
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gehalt von 62,5°/,, einen Wasserstofigehalt von 5,7°/, und 
einen Methoxylgehalt von 14,5°/, [mit Korrektur!) 14,9°/,}. 
Auf Grund dieser Analysen und des Molekulargewichtes er- 
rechnet sich fiir diesen, durch Ather und Benzol fillbaren 
Ligninanteil die empirische Formel C,,H,,0,,. 

Erik Higglund und Helmuth Urban?) kommen auf 
Grund von Molekulargewichtsbestimmungen in Eisessiglésung 
mit Fichtenholzligninen, die mittels Butylalkohol und Amy!- 
alkohol dargestellt wurden, zur Annahme, daB dem Fichten- 
holzlignin nur ein Molekulargewicht von rund 300 zugrunde 
liegt. Die Autoren geben daher dem mittels Amylalkohol ge- 
wonnenen Fichtenholzlignin die Formel C,,H,,0,(OCH,\OC, H,,) 
Nach Abzug der Amylgruppe ergibt sich fiir das Lignin selbst 
ein Molekulargewicht von 314 und ein Methoxylgehalt von 
9,85°/,. Daf der Methoxylgehalt des urspriinglichen Fichten- 
holzlignins nicht bei 9,85°/,, sondern bei 14°/, liegt, hat 
Higglund gemeinsam mit Rosenquist’) selbst nachgewiesen. 

Die Reinigung der léslichen Lignine durch Umfillen aus 
aikoholischer oder Chloroformlisung mit Ather und Benzol ist 
mit groBem Substanzverlust verbunden, da auch ein Teil des 
Fallungsproduktes im Lésungsmittelgemisch gelést bleibt. Aus 
dem eingedampften Filtrat der Ather-Benzolfillung kann durch 
Aufnahmen des Riickstandes mit wenig Alkohol und neuer- 
licher Fallung mit Ather wieder ein Teil gewonnen werden. 
Die bei dieser zweiten Fillung in Lésung verbleibenden Stoffe 
stellen ein Gemisch verschiedener Ligninkérper dar.  [hre 
‘Trennung ist ungemein schwer, da sich dieselben in ihrer Lis- 
lichkeit gegenseitig beeinflussen. Aus diesem Gemisch konnte 
ein in Benzol und ein in Ather léslicher Anteil isoliert werden. 
Der iitherlisliche Anteil ist in seinen analytischen Daten dem 
gereinigten Lignin iihnlich, der benzollésliche Anteil um einige 
Prozente héher im Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt, dagegen 
niedriger im Methoxylgehalt. Die beiden Anteile unterscheiden 
sich weiter von gefilltem Lignin dadurch, daB sie bei 80° zu 





1) A. Friedrich, Diese Zs. Bd. 163, S$. 141—148 (1927). 
*) Cellulose-Chem. Bd.8, 8.69—71; Beilagez. Papierfabr. Nr. 25 (1927). 
‘) Biochem. Zs. Bd. 179, 8. 876 (1926). : 
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erweichen beginnen und dann allmihlich zu einer rotbraunen 
Flissigkeit schmelzen, indes letzteres sich erst tiber 150° zer- 
setzt. Bei der Molekulargewichtsbestimmung nach Barger’) 
erweisen sich dieselben osmotisch schwicher als das gereinigte 
Lignin, was auf ein kleineres Molekiil hinweist. 

AuBer den hier besprochenen Ligninen verbleibt im Holz 
noch ein kleincr Anteil Lignin, der auch bei wiederholter Be- 
handlung nach der Eisessigmethode nicht in Lisung gebracht 
werden konnte. Ks handelt sich sonach beim Lignin um eine 
Reihe abnlicher Stoffe verschiedener Léslichkeit und verschie- 
denen Molekulargewichtes. Das Vorhandensein von Lignin- 
substanzen verschiedener Loéslichkeit muB bei der Darstellung 
derselben in Betracht gezogen werden, da je nach dem an- 
gewendeten Lésungsmittel durch dieses eine Auswahl unter 
denselben getroffen werden kann. 

Die Chemie der Ligninkirper scheint eine Abnlichkeit mit 
der Chemie der Polysaccharide zu haben, nur liegen die Ver- 
hiltnisse hier insofern anders, als die elementare Zusammen- 
setzung der einzelnen Ligninkérper nicht die gleiche ist. Nimmt 
man den von C. Hoffmeister?) isolierten Ferulaaldehyd als 
hypothetischen Grundstoff an, so ergibt sich fiir die héher 
molekularen Lignine ein gréferer Gehalt an Sauerstofi. Hs 
miiBte sonach, neben Kondensations- oder Polymerisations- 
vorgingen gleichzeitig Oxydation vor sich gegangen sein. 


Versuchsteil. 
Darstellungen von Ligninen mittels Methylalkohol. 


Zu allen Darstellungsversuchen vorliegender Arbeit wurde yon 
Harzen und Gummistoffen befreites Holzmehl verwendet. Extraktion 
von Harzen und Gummi siehe erste Mitteilung. 

1. Lufttrockenes Holzmehl mit der gleichen Gewichtsmenge Salz- 
siiure (1 Vol. HCl d — 1,17 + 1 Vol. Wasser) verrieben, 24 Stunden stehen 
lassen, dann mit der 10 fachen Volumsmenge 80° ,igen Methylalkohols 
s Stunden gekocht, die abgekiihlte Lisung filtriert und mit Wasser gefallt. 
Nach Absetzen der Fiillung das Wasser abgehebert, Lignin abzentritugiert, 
an der Zentrifuge gewaschen, 


1) Chem. Ber. Bd. 37, 8. 1754 (1904). 
*) Chem. Ber. Bd. 60, Il, 8, 2062 (1927). 
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Getrocknete Substanz: 4,487 mg Substanz gaben 6,690 mg AgJ: 
gef.: 19,69°/, CH,O. 

2. Dieselbe Darstellungsart wie ad 1., jedoch mit Verwendung von 
96°/,igen Methylalkohol, 5 Stunden gekocht. 

3,973 mg Substanz gaben 6,030 mg AgJ; gef.: 20,01°/, CH,0O. 

8. Holzmehl in absoluten Methylalkohol aufgeschwemmt, 5 Vol.-° , 
des Alkoholes an konzentrierter Salzsiiure d — 1,17 zugesetzt nach 8 stiin- 
digem Kochen gefiallt. 

4,431 mg Substanz gaben 6,450 mg AgJ; gef.: 19,32°), CH,O. 

4, Gretrocknetes Holzmehl mit der gleichen Gewichtsmenge eines 
(remisches von gleichen Teilen konzentrierter Salzsiiure und absolutem 
Methylalkohol verrieben, nach 48 Stunden mit absolutem Methylalkohol 
5 Stunden ausgekocht. Fiillung und Gewinnung wie friiher. 

3,635 mg Substanz gaben 5,940 mg AgJ; gef.: 21,59°/, CH,0. 

5. Holzmehl auf dem Wasserbade durch 10 Stunden getrocknet, 
dann im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiiure 12 Stunden belassen, in 
absolutem Methylalkohol aufgeschwemmt, 1°/, des Alkoholgewichtes an 
getrockneten Salzsiiuregas eingeleitet, 7 Stunden auf dem Wasserbad ge- 
koeht, dann gefiallt. 

3,816 mg Substanz gaben 6,420 mg AgJ; gef.: 22,22°/, CH,O. 

6. Die gleiche Darstellung wie bei 5., jedoch das geléste Lignin 
nach dem Auskochen nicht gefillt, sondern die Lésung bei Zimmer- 
temperatur 12 Stunden stehen gelassen. Gewinnung wie frither. Dic 
angegebenen Analysen gehéren zu Priiparaten von drei unabhingig von- 
einander ausgefiihrten Darstellungsversucken. Die zweite und dritte 
Analyse sind von Priiparaten ausgefithrt, bei deren Darstellung die Ex- 
traktionslésung erst 24 Stunden nach dem Auskochen gefillt wurde. 

3,798 mg Substanz gaben 6,640 mg AgJ; gef.: 23,10°', CH,0. 


4,370 mg - » 1,690 mg AgJ; gef.: 23,25°/, CH,0. 
3,920 mg ” » 6,872 mg AgJ; gef.: 23,16°/, CH,O. 


7. Kin Priiparat mit 23,2°/, Methoxyl neuerlich in absolutem Methy!- 
alkohol aufgelést, 1°/, trockenes Salzsiiuregas eingeleitet, die Lésung 
einige Stunden gekocht und iiber Nacht stehen gelassen. 


3,857 mg Substanz gaben 6,880 mg AgJ; gef.: 23,56°, CH,0. 


Einwirkung von Lauge auf die mittels Methylalkohol 
gewonnenen Lignine. 
1. Lignin mit 23,2°/) Methoxylgehalt in 2 n Natronlauge aufgelést, 
14 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann dureh Ansiiuern 
mit verdiinnter Salzsiiure gefillt, an der Zentrifuge gewaschen. 


6,526 mg Substanz gaben 10,230 mg Agd; gef.: 20,69°, CH,O. 
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Dasselbe Priiparat nach vorstehender Analyse neuerlich in gleicher 
Lauge gelost, weitere 2 Tage bei Zimmertemp. stehen gelassen, dann gefiillt. 
4,676 mg Substanz gaben 6,520 mg AgJ: gef.: 18,42° , CH,O. 

2. Lignin mit 23,2°), Methoxylgehalt in der Wiirme in Alkohol 
gclist, nach dem Abkiihlen mit dem gleichen Volumen 20°, iger alkoho- 
lischer Kalilauge versetzt, 16 Stunden bei Zimmer:temperatur stehen lassen. 

3,517 mg Substanz gaben 4,350 mg AgJ: gef.: 16,34°., CH,O. 

Das aus vorstehendem Versuch erhaltene Priiparat mit 16,34 
Methoxyl neuerlich in Alkohol gelist, mit der gleichen Volumsmenge 
15°/,iger alkoholischer Kalilauge versetzt, 4 Stunden auf dem Wasser- 
bade erhitzt, dann gefiillt. 

3,970 mg Substanz gaben 4,255 mg AgJ; gef.: 15,75° 9 CH,0. 

8. Lignin mit 23,2°/, Methoxylgehalt in 2 n Natronlauge gelist 
2 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 

4,075 mg Substanz gaben 5,940 mg AgJ; gef.: 19,26°, CH,O. 

4, Lignin mit 23,2°/, Methoxylgehalt 4 Stunden mit 2n Natronlauge 
gekocht. 

4,275 mg Substanz gaben 5,81 mg AgJ: gef.: 17,9°,, CH,0O. 

5. Lignin mit 23,2°/, Methoxylgehalt in Alkohol geldst, 10 Vol.- 
der Lésung an sai oe zugefiihrt, dann 2 Stunden auf dem 
Wasserbade gekocht. 

3,260 mg Substanz gaben 4,570 mg AgJ; gef.: 18,52°,, CH,O. 

6. Lignin mit 21,6°), Methoxylgehalt in Normal-Kalilauge geldst, 
2 Stunden auf dem Wasserbade, erhitzt, dann gefillt. 

4,455 mg Substanz gaben 5,860 mg AgJ; gef.: 17,37 °/, CH,Q. 

7. Derselbe Versuch wie ad 6., das Lignin jedoch in Alkohol gelést 
und dann die gleiche Volumsmenge zweifach nermaler Kalilauge zugefiigt. 
3,122 mg Substanz gaben 4,235 mg AgJ; gef.: 17,92°,, CH,0O. 


~ 


8. Lignin mit 19,69°), Methoxylgehalt (Darstellung mit 80° ,igen 
Methylalkohol) in Alkohol acltek 10 Volumsprozente der Fliissigkeit an 
u-Kalilauge zugefiigt, 3 Stunden auf dem Wasserbade gekocht. 

3,584 mg Substanz gaben 4,590 mg AgJ; gef.: 16,92° , CH,Q. 

9, Lignin mit 19,69°/,) Methoxylgehalt in Alkohol gelést mit 
10 Vol.-°/, zweifach Normal Kalilauge versetzt, eine Stunde am Wasser 
bade erhitzt. 

2,935 mg Substanz gaben 8,665 mg AgJ; gef.: 16,5° ) CH,0O. 
Einwirkung von Saure auf die mittels Methylalkohol 
dargestellten Lignine. 

1. Lignin mit 22,3°/, Methoxylgehalt in 20 cem Eisessig geldst 
(Konzentrierte Lésung), mit 10 cem 25° /,iger Schwefelsiiure versetzt und 
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5 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt. Der gré8ere Teil der angewandten 
Substanz wurde dahei kondensiert und als fast schwarzes vollkommen 
unlésliches Produkt ausgeschieden. Der in Lisung verbleibende Ante] 
wurde mit Wasser gefillt, abzentrifugiert und an der Zentrifuge ge- 
waschen. 

a) Kondensiertes Material griindlichst ausgewaschen, nach dem 
‘Trocknen fein gepulvert, neuerlich gewaschen, abfiltriert und getrocknet: 

4,155 mg Substanz gaben 4,600 mg AgJ; gef.: 14,63°/, CH,0O. 

b) Aus der Lésung gefillte Substanz: 

3,570 mg Substanz gaben 3,630 mg AgJ; gef.: 13,43°/, CH,O. 

Dieses Priparat in Lauge gelést, cine Viertelstunde auf dem Wasser- 
bade erwiirmt, dann mit verdiinnter Salzsiiure gefillt. 

4,134 mg Substanz gaben 4,530 mg AgJ; gef.: 14,47°/, CH,0O. 

2. Lignin mit 22,3 °/, Methoxylgehalt in 30 cem Eisessig gelést, 
mit 15 eem 25°/,iger Schwefelsiiure versetzt, 2 Tage bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen, dann mit Wasser gefiillt. 

3,788 mg Substanz gaben 4,390 mg AgJ; gef.: 15,28°/, CH,O. 

3. Lignin mit 22,3°/, Methoxylgehalt in 30 cem Kisessig gelist 
(verdiinnte Lésung), mit 15 cem 25°/,iger Schwefelsiiure versetzt 45 Minuten — 
auf dem Wasserbad erhitzt (keine Ausscheidung): Die abgckiihlte Lésung 
mit der 20fachen Menge Wasser versetzt, Fillung abzentrifugiert und 
gewaschen. 


3,492 mg Substanz gaben 3,740 mg AgJ; gef. 14,15°/, CH,O. 


Einwirkung von Phenylhydrazin auf gereinigtes Lignin 
mit Methoxylgehalt 14,5°/,. 


Das durch Ather-Benzolfillung gereinigte Lignin wurde in Eis- 
essig gelést, dann die 5fache Menge Lignins an Phenylhydrazin zu- 
cefiigt, eine Stunde auf dem Wasserbade erwirmt, dann bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Nach 12 Stunden mit der 20 fachen Volums- 
menge Wasser gefiillt, Fillung abzentrifugiert einmal an der Zentrifuge 
mit Wasser gewaschen, dann auf ein Hartfilter filtriert und schlieBlich 
zur Entfernung eventueller Spuren anhaftenden Phenylhydrazins mit 
Ather auf dem [Filter gewaschen. 

12,999 mg Substanz gaben 0,25 cem N bei 21° C und 750 mm Druck. 
wef.: 2,20°/, N. 

12,567 mg Substanz gaben 0,233 cem N bei 23°C und 750 mm Druck 
gef.: 2,11°/, N. 

5,122 mg Substanz gaben 5,210 mg AgJ; gef.: 13,44°/, CH,0O (mit 
Korrektur 5,330 mg AgJ; gef.: 18,75°/, CH,0). 
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Einwirkung von Alkohol bei Gegenwart von Salzsaure auf 
gereinigte Lignine mit Methoxylgehalt 14,5°/.. 

1. Lignin nach Abspaltung von Essigsiiure durch Umfillung aus 
verdiinnter Lauge in absolutem Methylalkohol gelést, 2°/, des Alkohol- 
gewichtes an konzentrierter Salzsiure d—1,7 zugesctzt, 3 Stunden ge- 
kocht, dann mit Wasser gefiillt. 

5,110mg Substanz gaben 7,030mg AgJ; gef.: 18,17°/, CH,O. 

3,970 mg 7 » 95,480 mg AgJ; gef.: 18,23°/, CH,0O. 

2. Derselbe Versuch wie ad 1., jedoch nach 3 stiindigem Kochen 
die Lésung bei Zimmertemperatur 30 Stunden stehen lassen. 

5,120 mg Substanz gaben 8,610 mg AgJ; gef.: 22,21°/, CH,O. 

3,240 mg ae »  9,450mg AgJ; gef.: 22,22°/, CH,O. 


Darstellung von loslichen Ligninen mittels Eisessig. 


Eisessig mit 3 Vol.-°/, konzentrierter Salzsiiure versetzt, zu der in 
einem Becherglas befindlichen Fliissigkeit so viel Holzmehl zugefiigt 
bis dieses, nach Absetzen ungefihr die Hiilfte des Volumens einnimmt. 
Dann unter 6fterem Umriihren auf dem Wasserbade erhitzt. Sobald 
die Lisung braune Farbe angenommen hat, 1é8t man erkalten, filtriert 
das Holzmehl und fiallt die klare Lésung mit der 20—30 fachen Menge 
Wasser. Nach Absetzen der Fallung wird die klare Fliissigkeit abge- 
hebert oder die Fiillung mit einem Becherglase abgeschépft. Die dichte 
Suspension des Lignins wird zentrifugiert und an der Zentrifuge ge- 
waschen. Das noch feuchte Material nimmt man mit Alkohol auf, erhitzt 
eine halbe Stunde auf dem Wasserbade, filtriert von eventuell Ungelistem 
ab und fillt dann mit Wasser. Dies ist nicht nur nétig um die letzten 
Reste von Essigsiiure zu entfernen, sondern auch um gleichzeitig der 
Verharzung des Materiales vorzubeugen. Aus dem Filtrate nach der 
Fillung aus Alkohol kann durch Aussalzen und mehrtigiges Stehen- 
lassen der Lisung ein Teil Lignin wieder zur Ausscheidung gebracht 
werden. 

a) Aus Alkohol umgefiilltes Lignin nach Trocknen bei 100° im 
Vakuumexsikkator: 

5,430 mg Substanz gaben 4,316 mg AgJ; gef.: 10,50°,, CH,0O. 
4,038 mg e " 3,305 mg AgJ; gef.: 10,80°/, CH,O. 
berechneter Methoxylwert fiir ein Ligninmolekiil yon 630 mit 3 Methoxyl- 

gruppen nach Aufnahme von 4 Molekiilen Essigsiiure: 10,6°,,. 

b) 18,710 mg Lignin mit 10,5°/, Methoxylgehalt in 9 eem n/45 Lauge 
gelést, 15 Minuten am Wasserbad erhitzt, nach Zufiigen von Phenol- 
phtalein mit n/45 Siiure zuriicktitriert. In Anbetracht des Umstandes, 
daB die Lisung selbst gelbe Farbe besitzt, kann die Titration nicht 
ganz genau sein. 
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Verbrauch: 4,14 cem n/45 Lauge. Dieselben entsprechen 5,51 mg 
Essigsiure. Auf die Substanzeinwage bezogen rund 29,5°/, Essigsiiure. 
Berechnet fiir ein Ligninmolekiil von 630 bei Aufnahme von 4 Mole- 
kiilen Essigsiure 27,6°/, Essigsiure. 

Nach der Titration das Lignin durch Ansiiuern gefillt, filtriert, 
gewaschen und getrocknet. 

1,513 mg Substanz gaben 1,610 mg AgJ; gef.: 14,06°/, CH,O (mit 
Korrektur 1,730 mg AgJ; gef.: 15,11°/, CH,O). 

ec) Lignin mit Methoxylgehalt von 10,5°/, in wenig Chloroform 
gelist, mit Ather gefiillt, die filtrierte noch feuchte Fillung neuerlich 
in Chloroform gelést, mit Benzol gefillt. 

4,398 mg Substanz gaben 4,835 mg AgJ; gef.: 14,52°/, CH,;O (mit 
Korrektur 4,955 mg AgJ; gef.: 14,88°/, CH,O). 

d) Lignin aus der Kisessig—Extraktionslésung mit Wasser gefallt, 
ausgewaschene Fiillung mit verdiinnter Kalilauge aufgenommen und 
durch Ansiiuern mit verdiinnter Salzsiiure neuerlich gefiillt. 

3,774 mg Substanz gaben 4,044 mg AgJ; gef.: 14,16°/, CH,O. 

Kohlenwasserstoffbestimmungen vom gereinigten LEisessiglignin. 

4,358 mg Substanz gaben 2,225 mg H,0, 9,973 mg CO,; 
gef.: 5,71), H, 62,419, C. 

8,541 mg Substanz gaben 1,800 mg H,O, 8,125 mg COQ,; 
gef.: 5,68°/, H, 62,58°/, C 

4,240 mg Substanz gaben 2,070 mg H,O, 9,710 mg CO,; 
gef.: 5,46°/, H, 62,45°/, C. 


Methylierungsprodukte von gereinigtem Fichtenholzlignin. 

Die Methylierung wurde in verdiinnter Kalilauge mit Dimethy]- 
sulfat und in alkoholischer Lésung mit Diazomethan ausgefiihrt. 

3,576 mg Substanz gaben 6,175 mg AgJ; gef.: 22,81°/, CH,O (mit 
Korrektur 6,295 mg; gef.: 23,25 °/, CH,0). 

4,117 mg Substanz gaben 7,070 mg AgJ; gef.: 22,69°/, CH,O (mit 
Korrektur 7,190 mg AgJ; gef.: 23,07°/, CH,O). 

3,867 mg Substanz gaben 6,750 mg AgJ; gef.: 23,01°/, CH,O (mit 
Korrektur 6,870 mg AgJ; gef.: 28,41°/, CH,0). 


Verseifung der Methylierungsprodukte und Titration des Ver- 
seifungsproduktes. 


a) Methyliertes Lignin in heiSem Alkohol gelést, 10 Vol.-°/, der 
Fliissigkeit an Normalkalilauge zugefiigt, 3 Stunden auf dem Wasser- 
bade gekocht, mit Wasser verdiinnt, durch Ansauern das Priiparat ge- 
fiillt, an der Zentrifuge gewaschen. 

8,977 mg Substanz gaben 5,700 mg AgJ; gef.: 18,93 °/, CH,O. 

b) Zur Titration wurden ungefiihr 10 eem eines Gemisches von 
eleichen Teilen Alkohol und reinstem Pyridin in das Titrationskélbchen 
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gebracht, mit Phenolphtalein versetzt, auf dem Wasserbade erhitzt und 
dann vorsichtig n/45-Lauge zugefiigt, bis sechwache Rotfirbung sichtbar 
wurde. Die abgewogene Substanz unter Erwirmen in Lésung gebracht, 
dann auf eben sichtbare Rotfirbung titriert. Nach der ersten Ablesung 
wurde Séiure zugefiigt und die Titration wiederholt. Aus den Ablesungen 
yon 3 Titrationen wurde ein Mittelwert entnommen. Die Titration wurde 
bei Tageslicht ausgefiihrt. 


18,660 mg Substanz verbrauchten 1,41 ecm n/45-Lauge; gef.: 7,55°/, 
COOH, Aquivalent 595. 

17,522 mg Substanz verbrauchten 1,21 cem n/45-Lauge; gef.: 6,90°/, 
COOH, Aquivalent 650. 


Einwirkung von Benzoylchlorid und Thionylchlorid. 

a) Benzoylierung in verdiinnter Kalilauge: 

3,340 mg Substanz gaben 1,550 mg H,O, 3,420 mg CO,; gef.: 
5,19°/, H, 68,75, C. 

3,795 mg Substanz gaben 2,864 mg AgJ; gef. 9,97°/, CH,0O. 

b) Beim Eintragen von Lignin in Thionylchlorid geht dasselbe 
unter heftiger Gasentwicklung in Lisung. Nach erfolgter Lésung wurde 
das Thionylchlorid abgedunstet. Es hinterbleibt ein blittriges, glinzendes, 
rotbraunes Produkt, das in seinem Aussehen an Schellack erinnert. Das- 
selbe ist in allen Lésungsmitteln beinahe unléslich. Es wurde durch 
Ausblasen mit Wasserdampf von anhaftenden Spuren Thionylchlorids 
gereinigt. 

Halogenbestimmung im Perlenrohr nach Pregl. 

4,165 mg Substanz gaben 2,475 mg Ag(Cl; gef.: 14,7°/, Cl. 


Versuche zur Darstellung von Silbersalzen. 


1. Lignin mit 14,5°/, Methoxylgehalt in Pyridin gelést bei Zimmer- 
temperatur mit etwas tiberschiissiger 4°/,iger Silbernitratlésung versetzt, 
nach 10 Minuten langem Stehen auf das 10 fache mit Wasser verdiinnt, 
fein getriibte Lésung mit Ather ausgeschiittelt. Nach Abtrennen des 
Athers das ausgefallene Salz zentrifugiert, mit Wasser an der Zentrifuge 
gewaschen. 

2,550 mg Substanz gaben 0,295 mg Ag; gef.: 11,59°/, Ag. 

2. Versuch analog wie ad 1., jedoch ohne Ausschiitteln mit Ather, 
Silbersalz durch langes Zentrifugieren abgeschieden. 

3,260 mg Substanz gaben 0,370 mg Ag; gef.: 11,35°/, Ag. 


3. Lésung von Lignin und Pyridin mit alkoholischer Silbernitrat- 
lésung versetzt, im Vakuum vorsichtig bis fast zur Trockne eingeengt, 
mit Alkohol aufgenommen und filtriert. 

2,265 mg Substanz gaben 0,280 mg Ag; gef.: 12,4°/, Ag. 
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4. Versuch analog ad 3., jedoch die Lésung im Vakuum bis zur 
Trockne eingedampft, mit Alkohol aufgenommen, filtriert und mit Wasser 
gewaschen. 

3,040 mg Substanz gaben 0,525 mg Ag; gef.: 17,25°/, Ag. 


Darstellung léslicher Lignine mittels Aceton oder Chloroform. 


Die Darstellung erfolgte analog der in der ersten Mitteilung be- 
schriebenen Lignindarstellung mittels Athylalkohol. Zur Erhéhung der 
Ausbeute wurde hier die doppelte Menge halb konzentrierter Salzsiure 
verwendet und das mit derselben verriebene Holz 2Tage stehen gelassen 
ehe dasselbe extrahiert wurde. Bei der Anwendung von Chloroform 
mu8 zur Entfernung der Salzsiiure die stark eingeengte Chloroform- 
lésung mit verdiinnter Sodalésung ausgeschiittelt werden. Die Aus- 
beuten bei Verwendung von Aceton betragen 10—15°/, Lignin, bezogen 
auf lufttrocknes Holz, bei Chloroform 1—3 °/). 


a) Lignine durch Acetonextraktion gewonnen, aus der Lésung mit 
Wasser gefiillt, das filtrierte Material griindlichst gewaschen, im Va- 
kuumexsiceator tiber Phosphorpentoxyd bei 100° getrocknet. 

3,084 mg Substanz gaben 1,850mg H,O, 7,500 mg CO,; gef.: 
6,71°/, H, 66,329, C. 

5,155 mg Substanz gaben 4,180 mg AgJ; gef.: 10,71°/, CH,0O. 

Bei einer anderen Lignindarstellung mit Aceton erhaltenes Pri- 
parat: 

4,073 mg Substanz gaben 3,595 mg AgJ; gef.: 11,66°/, CH,O. 

Mit Aceton gewonnenes Lignin aus Alkohol- oder Chloroform- 
lésung mit Ather gefillt, die abfiltrierte Fallung auf dem Filter im noch 
feuchten Zustande mit etwas Benzol gewaschen; Priiparate bei 100° 
im Vakuum getrocknet. 

4,588 mg Substanz gaben 2,361 mg H,O, 10,569 mg CO,; gef.: 
5,75 /, H, 62,82, C. 

8,719 mg Substanz gaben 2,000 mg H,O, 8,590 mg CO,, gef.: 
6,01°/, H, 62,99°/, C. 

8,322 mg Substanz gaben 3,575 mg AgJ; gef.: 14,22°/, CH,0. 

4,535 mg s » 5,110 mg AgJ; gef.: 14,88 

b) Lignine durch Extraktion mittels Chloroform gewonnen, ohne 
weitere Reinigung. 

4,428 mg Substanz gaben 3,100 mg H,O, 10,830 mg CQ,; gef.: 
7,83°/, H, 66,759, C. 

4,154 mg Substanz gaben 4,995 mg AgJ; gef.: 15,88°/, CH,0O. 

Das Produkt aus konzentrierter Chloroformlésung mit Ather gefillt 

auf dem Filter mit Benzol gewaschen; geringe Ausbeute: 


3,463 mg Substanz gaben 4,015mg AgJ; gef.: 15,31°/, CH,0O. 
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Benzol- und atherléslicher Anteil des Fichtenholzlignins. 

Die beiden Anteile wurden durch Extraktion aus den eingedampften 
Filtraten der Benzol-Atherfillung gewonnen. 

In Benzol léslicher Anteil, im Vakuum bei 100° getrocknet, nach 
dem Erstarren fein zerrieben, braunes Produkt: 

3,080 mg Substanz gaben 2,030 mg H,O, 17,455 mg CO,; gef.: 
7,379), H, 66,01°/, C. 

4,234 mg Substanz gaben 4,133 mg AgJ; gef.: 12,9°), CH,0. 

Atherléslicher Anteil: 

2,996 mg Substanz gaben 1,710 mg H,O, 6,800 mg CO,; gef.: 
6,38°/, H, 61,9%/, C. 

3,932 mg Substanz gaben 4,434 mg AgJ; gef.: 14,9°), CH,O. 


Molekulargewichtsbestimmung nach Barger in alkoholischer 
Losung. 
Benzolléslicher Anteil: 
3,003 mg Substanz gelést in 358 mg Alkohol. 
Lésung osmotisch gleich einer 0,02-molaren Azobenzollésung. 
Molekulargewicht annihernd 417. 
Atherléslicher Anteil: 
3,853 mg Substanz gelést in 415,7 mg Alkohol. 
Liésung osmotisch gleich einer 0,02-molaren Azobenzollésung. 
Molekulargewicht annihernd 465. 
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Uber die Entwicklung der Mutasewirkung in keimender 
Gerste. 
Von 
Zoltan I. Kertész. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Mirz 1928.) 


Die vorliegenden Versuche betrafen die Frage, ob die 
Mutasewirkung (gemessen durch die enzymatische Mutation 
von Acetaldehyd), die kiirzlich in diesem Institut in keimender 
Gerste nachgewiesen war?), sich bei der Keimung vermebrt, 
wie das bekanntlich bei anderen Enzymwirkungen der Fall 
ist. Um die Kinetik der Aldehydmutation niher kennen zu 
lernen, wurden einige Versuche mit Hefe durchgefiihrt. 


Zur Methodik. 


Die Kenntnis der enzymatischen Aldehydmutation geht 
zuriick auf die Arbeiten von Parnas sowie Batelli und Stern, 
fiir frische Hefe von Neuberg?”) nachgewiesen. Josephson 
und Euler’) zeigten, daB diese Enzymwirkung auch von Trocken- 
hefe stark katalysiert wird; dann fanden Myrback und Jacobi‘) 
die Zugehérigkeit eines Co-Enzyms zu der Mutase. Durch die 


1) Euler u. Grabe, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 50 
(1928). 

*) Mit Hirsch, Biochem. Zs. Bd. 96, S. 175 (1919). 

3) Diese Zs. Bd. 135, 8, 49 (1924). 

') Diese Zs. Bd. 161, S, 245 (1926). 
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Arbeiten von Euler und Myrback!) wurde die Identitit dieses 
Co-Enzyms mit der Co-Zymase erwiesen. 

Hinsichtlich der Methodik (Bestimmung des Acetaldehyds 
durch Sulfitzusatz und Riicktitration des freien Sulfits mit 
Jodlésung nach Ripper) kann auf die letztgenannten Arbeiten, 
sowie auf eine Untersuchung von Euler und Brunius?) ver- 
wiesen werden. 


Um die rein enzymatische Mutasewirkung an Acetaldehyd festzu- 
stellen und also eventuell eine Korrektur wegen des Leerverbrauchs 
der Hefe einfiihren zu kénnen, habe ich einige Versuche mit aufgekochter 
Hefesuspension angestellt. Dem Jodverbrauch zufolge wiirde in diesen 
Fallen die Aldehydabnahme gréBer gewesen sein als im Enzymversuch. 

Diese scheinbare Aldehydabnahme ist vermutlich von Stoffen ver- 
ursacht, welche beim kurzen Aufkochen der Hefesuspension entstehen, 
die also wahrscheinlich entweder mit dem Acetaldehyd oder mit dem 
zur Aldehydbestimmung angewandten Natriumbisulfit bzw. Jodlésung 
reagierten. — Solche Versuche zur Bestimmung des Leerverbrauchs, 
welche in der Reaktionslésung nicht dieselben Stoffe enthalten wie bei 
der enzymatischen Reaktionslésung, scheinen nicht viel zu sagen. Auch 
die Versuche von H. v. Euler und E. Grabe haben gezeigt, daB einer- 
seits in den Reaktionslésungen mit Aldehyd und ohne Enzym der Aldehyd 
langsam zugrunde geht, anderseits bei Versuchen mit Hefe und ohne 
Aldehyd die scheinbare Aldehydmenge sich vermehrte, was wahrschein- 
lich auch durch die oben erwihnten Tatsachen sich erkliren laBt. 

Bei der Bestimmung der Gerstemutase wirkte diese Erscheinung 
nicht stérend, weil dort immer dasselbe Material und dieselben Konzen- 
trationsverhaltnisse angewendet wurden. 


Versuche mit Hefe. 


Zusammensetzung der Reaktionsmischung: 
2ceem Acetaldehydlésung (25—30 mg) 
2,5cem Phosphatpuffer (10°/,, py = 6,4) 
0,5 ,, Hefekochsaft 





15 ,, Wasser 
xg Hefe. 
20 ecm 


Das py wurde elektrometrisch gemessen. Versuchstemperatur stets 
30,0° C. Zur Aldehydbestimmung nach Ripper wurde eine 0,4°/,ige 
KHSO,- und eine 0,0593 n-Jodlisung angewendet. 





*) Diese Zs. Bd. 165, S. 28 (1927). 
*) Diese Zs. Bd. 175, S. 52 (1928). 











Zoltan I. Kertész, 

















’ g Hefe in der t m °/, Aldehyd 
Reihe Reakt.-Misch.}| Minuten Aldehyd eaaetamidten 
a 2 0 27,8 — 
60 21,8 21,6 
120 18,8 32,3 
240 17,6 36,7 
1200 14,4 48,2 
b 1 0 28,9 om 
60 26,3 9,0 
120 24,1 16,6 
240 23,6 18,3 
1200 21,0 27,4 
f 0,5 0 29,4 ~ 
60 27,2 1,5 
120 26,3 10,5 
240 26,2 10,9 
1200 25,0 15,0 
d 0,1 0 29,8 _ 
60 28,5 4,3 
120 28,2 5,4 
240 28,1 5,8 
1200 27,9 6,5 
e 0,01 0 29,9 — 
60 28,6 4,3 
120 29,0 3,0 
240 28,9 3,4 
1260 29,0 3,0 
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Ich habe versucht, nach diesen Daten Reaktionskonstanten 
zu berechnen, aber wie auch bisher bei anderen Mutasever- 
suchen’), gelang das auch mit Hefemutase nicht. 
punkte fiir die Giltigkeit der Schiitzschen Regel — wie Par- 
nas in seiner grundlegenden Arbeit’) fand —, waren nicht 
festzustellen. Als Beispiel sollen einige Ziffern angefiihrt werden: 








Reihe 


k-10° 


monomolekular 








Es gelang jedoch, einen Zusammenhang zwischen Hefe- 
menge und Mutasewirkung zu finden. Wenn die (an den Kurven 
mit Interpolation korrigierten) Werte nach der Gleichung 





76,7 
61,5 
35,9 
10,3 
29,6 
28,6 
15,9 

5,0 





k-10° 


21,7 
14,4 
8,7 
2,8 


1,8 
0,57 
0,32 
0,11 





a °/, Aldehyd verschwunden 


——— 


t- Hefemenge 


bimolekular 


berechnet werden, ergeben sich die folgenden Zahlen: 
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Anhalts- 





Zeit Reihe a 
In 5 , 
Min. 1 | 2 
30 oo 24 
60 18 18 
90 —- 16 
120 14 14 











1 = gefunden, 








14 








Reihe ¢ 








3 1 2 3 
24 —_ 24 25 
18 23 18 20 
16 - 16 18 
14 18 14 15 











2 = berechnet Reihe b2 als Grundlage genommen, 
3 = mit auf die Kurven intrapolierten Werte berechnet. 


DaB bei den kleineren Hefekonzentrationen die Werte 
unregelmiBig (zu klein) werden, kann vielleicht darauf zuriick- 


S. 287 (1927). 


*) Parnas, Biochem. Zs. Bd. 28, 8. 274 (1910). 





1) Euler u. Brunius, Svensk. Kemisk Tidskrift XXXIX, Nr. 11, 
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gefiihrt werden, da der Hinflu8 der Versuchsfehler und haupt- 
siichlich der oben erwahnten Nebenreaktionen bei schwanken- 
den Mengen prozentual sehr stark steigt. Bei gréBeren Mengen 
zeigte sich also eine Proportionalitét zwischen Hefekonzen- 
tration und Mutasewirkung. 

Nebenbei wurden mit den gleichen relativen Hefekonzen- 
trationen Methylenblauentfarbung und Girungsvermégen unter- 
sucht. Die erstgenannten miissen darum erwaihnt werden, weil 
es sich gezeigt hat, daB die verschiedenen Fehler hier in viel 
geringerem Mae hervortreten, wie bei der Mutasewirkung- und 


Bestimmung. 
Reaktionsmischung ?): 
1 eem Hefesuspension 
0,5 cem Mb-Lésung 
0,3. ,, Phosphatpuffer (10°/,, py = 6,4) 
0,2 ,, Hefekochsaft 
0,1 ,, Zymophosphat (Hexosediphosphat aus ,,Candiolin“ mit 
Na-oxalat hergestellt) 
Versuchstemperatur 30,0° C. 














Entfirbungszeit (in Min.) . . 1,5 3,2 4,6 27 Jetwa 280 




















g Hefe in der Reakt.-Mischung | 0,133 | 0,0665 | 0,0332 | 0,0066 | 0,0006 
Entfern.-Zeit x g Hefe . . . | 0,20 |0,21 |0,15 [0,18 0,17 


Die von H. v. Euler schon oft festgestellte Proportionali- 
tit) war also auch bei schwankenden Hefemengen (1:200) er- 
kennbar. 

Versuche mit Gerste. 

Die Gerstenkérner lagen 5 Tage lang im Wasser. Dann 
wurden sie in einem dunklen Zimmer auf einer Betonplatte 
ausgebreitet, und taglich mit Leitungswasser befeuchtet. Als 
Nullbestimmungen dienten mit noch ruhender Gerste ausge- 
fiihrte Versuchsergebnisse. Es wurden immer 5 g=110 Korner 
(Trockengewicht) zerrieben, mit 37,5ccm Wasser versetzt und 
15ccem dieser Aufschliammung angewandt. Somit enthielten 
15cem Aufschliammung immer 2g (Trockengewicht) Gerste. 





1) Euler, Nilsson u. Runehjelm, Diese Zs. Bd.167, S, 221 
(1927). 
%) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 152, 264 (1926). 
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P Durchschnittliche Lange der Keimlinge (mm). 

nD Am 3. 5. * 9. 12. 15. 18 Tage 

p Blattkeime | — ce 6 10 12 24 40 
Wurzeln — 2 6 12 16 20 30 























Mutasewirkung in keimender Gerste. 





] Bestimmung der Mutasewirkung, Reaktionsmischung, Versuchstemperatur usw. 

l wie bei Hefe. 

i = reeaa ; = nes _ 
Zeit Jano} 3. 5 1 9. 12 15. |18. Tage 
in Min. 

[mg °% [mg %/.[mg — %/ mg o|mg %ojmg %/ojmg %o}mg Vo 
0 28,9 —]28,1 —]29,1 —]269 — 261 — 246 — 284 —]298 — 


60 [28,8 2,1]27,7 1,4128,7 1,4126,1 3,0]24,3 6,7/23,06,5/26,4 7,1/27,2 8,7 

120 27,9 3,5]27,8 2,8]28,5  2,1]24,9 7,5]23,5 10,0/22,3 9,4125,9 8,8]26,2 12,1 

240 127,5 4,9126,8 4,6128,2  3,1/24,8 9,7/23,1 11,5}21,9 11,4/23,5 17,3]24,9 16,5 
1200 ]27,5 4,9]26,2 7,0]26,1 10,3]23,0 14,5]21,7 16,9]20,1 19,1]20,9 26,5]21,1 29,2 
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Wie ersichtlich, nimmt die Mutasewirkung stark zu. Zum | 
Vergleich soll eine Kurve angegeben werden, in welcher die | 
in 4 Stunden verschwundenen Aldehydmengen (in °/,) aufgetragen 
sind. Die Werte sind auf Kurven mit Interpolation korrigiert. 

Zum Vergleich fiige ich auch die mit Hefe erhaltenen zu- 
gehorigen Werte ein. f 
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Die Mutasemenge nimmt also fast geradlinig zu. Auf die 
Frage, ob Mutase schon in ruhenden Keimen vorhanden war, 
sei hier nicht eingegangen. Jedoch scheint es, daB die mit 
ruhender Gerste erhaltenen Werte auf nicht enzymatische Re- 
aktionen zuriickzufiihren sind. 


Mutasebestimmungen in Wurzeln und Blattkeimen 
von Gerstekeimlingen. 


Versuchsbedingungen wie vorher. Angewandte Mengen: 2g Rohgewicht. 























Zeit Wurzeln Blattkeime 
ma) ams. 6] Se, 15. | 18. Tage 
| mg % =| mg (% m % | mg %y 
0 23 — | $24 — 267 — | 238 — 
60 27,5 28 31,7 2,2 29 20 21 4,2 
120 261 78 | 30,8 4,9 25,3 53 25,7 92 
240 25,0 11,7 | 29,7 8,8 25,2 5,6 25,4 10,3 
1200 23,9 15,6 | 29,3 9,6 25,1 6,0 242 14,5 


Wiahrend also die Mutasewirkung vom 12. Tage bis zum, 
18. Tage in den Wurzeln stark abnahm, wurde in den Blatt- 
keimlingen in derselben Zeit eine erhebliche Zunahme der 
Mutase konstatiert. 

Wie sich im Verlauf der Keimung die an der Mutase- 
wirkung beteiligte Co-Zymase indert, wurde nicht untersucht. 
Der EinfluB der Co-Zymasebildung wurde ausgeschaltet gedacht 
damit, daB stets mit einem UberschuB von Co-Zymase ge- 
arbeitet wurde. 


Auch an dieser Stelle sei mir gestattet, dem Herrn kgl. 
ungar. Kultusminister meinen ergebensten Dank auszudriicken 
fiir das Stipendium, durch welches es mir erméglicht wurde, diese 
Arbeit auszufihren. 
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Lipoid- und Fettstoffwechselstudien wahrend der Mast. 


Von 


Dr. Hans Knauer, 
Assistent der Uniy.-Kinderklinik zu Breslau. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiol. Instituts zu Breslau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1928.) 


Fiir den Tierziichter ist schon seit langen Zeiten aut 
Grund seiner Erfahrungen die Tatsache feststehend, da8 der 
Tierkérper die Fahigkeit besitzt, aus Kohlehydraten Fette zu 
bilden; es bedurfte jedoch geraumer Zeit, ehe die Physiologie 
die experimentellen Beweise fiir diese Erfahrungstatsache er- 


bracht hatte. 


Der erste, der die Ansicht einer Fettbildung aus Kohlehydraten 
vertrat, war Liebig.') Er stiitzte sich hierbei auf Untersuchungen von 
Persoz’), der an Giinsen durch Maisfiitterung eine Fettmast erzielt 
hatte. Auf breitere Grundlage gestellt, wurden dann diese Befunde im 
Jahre 1881 durch ziemlich gleichzeitig und unabhingig voneinander er- 
scheinende Verdéffentlichungen von Soxhlet’), Tschirwinsky‘) sowie 
Schulze.5) Wenige Jahre spiter konnten dann Meissl, Stohmer 
und Lorenz®), bereits eine ziemlich umfangreiche Literatur zusammen- 
stellen, die iibereinstimmend dieselben Befunde gezeigt hatte. Den 
exakten Beweis fiir die Umwandlung zu erbringen, war jedoch Bleib- 
treu’) vorbehalten. Auf Grund seiner Gasstoffwechselversuche bei der 
Ginsemast war durch den Befund der konstanten Erhéhung des respira- 
torischen Quotienten an der Tatsache der Fettentstehung im Tierkérper 
ein Zweifel nicht mehr méglich; Bleibtreu stellte gleichzeitig fest, daB 
es hierbei im Blut der gemiisteten Tiere zu einer hochgradigen Ansamm- 
lung von Fetten kommt (bis zu 6°/,), und daB bei reiner Kohlehydrat- 
mast diese Hyperlipimie ausbleibt. In den letzten Jahren ist nun die 
Bedeutung von Fettbegleitstoffen fiir den Fettstoffwechsel erkannt worden, 
von Stoffen, denen eine erhebliche vitale Bedeutung beizumessen ist, 
wenn sie auch nicht als Energiespender im eigentlichen Sinne aufzu- 
treten brauchen. Es handelt sich um die gro8e Gruppe der Lipoide, 
deren Hauptvertreter das Cholesterin und Lecithin darstellen. Neben 
dem phosphorsiurehaltigen Lecithin gibt es im Tierkérper noch eine 
gréBere Reihe von P-haltigen Lipoiden, die man neuerdings gern unter 
dem Namen Phosphatide zusammenfaBt. Wihrend fir die Lipoide -— 
besonders fiir das Cholesterin — bis vor kurzer Zeit eine synthetische 
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Darstellung durch den Organismus abgelehnt wurde, werden wir heute 
auf Grund der Beumerschen®) Bilanzversuche eine Cholesterinsynthese 
— wenigstens teilweise — annehmen miissen; daB der Tierkérper Leci- 
thin aus den entsprechenden Baustoffen herstellen kann, wird schon seit 
etwas lingerer Zeit behauptet. 

Nachdem nun durch unziahlige Untersuchungen der Be- 
deutung der Lipoide fiir den Fettstoffwechsel nachgegangen 
war — Versé*) sowie zahlreiche amerikanische Autoren messen 
hierbei dem Cholesterin die gréBte Bedeutung bei, wahrend 
nach Bloor?!) besonders die Phosphatide beim Fetttransport 
eine Rolle spielen -—- erschien es reizvoll, das Verhalten dieser 
Stoffe im Verlauf der Mast zu verfolgen, zumal meines Wissens 
hieriiber noch keinerlei Untersuchungen vorliegen. Sprachen 
doch auch vereinzelte klinische Beobachtungen dafiir, daB ein 
tibermaBiger Fettansatz nicht immer mit einer Hyperlipimie 
vergesellschaftet zu sein braucht. So konnte ich?!) bei einem 
3jahrigen, unformig dicken Jungen mit einem Gewicht von 
23 kg im Serum bei einem Fettsiuregehalt von 424 mg-°/, nur 
70 mg-°/, Phosphatid und 40mg-°/, Cholesterin finden; auch 
der von Bleibtreu erhobene Befund, daB bei reiner Kohle- 
hydratmast eine Lipimie nicht auftritt, hat bisher keine ein- 
heitliche — aber sicher hiaufig eine falsche —- Deutung er- 
fahren. Aus diesem Grunde stellte ich auf Veranlassung und 
unter Leitung von Herrn Professor Schmitz — dem ich fiir die 
vielfache Anregung und Unterstiitzung hiermit ergebenst danken 
méchte -- Untersuchungen iiber diese Fragen an. In dem 
ersten Teil der Arbeit werden die beim wachsenden Schwein 
erhobenen Resultate dargelegt und besprochen; die weiteren 
Untersuchungen wurden an Giansen unter verschiedenen Fiitte- 
rungsbedingungen angestellt. 


Zur Technik sei folgendes bemerkt: Die Untersuchungen erfolgten 
stets im Niichternblut. Soweit Material vorhanden war, wurden Ver- 
gleichsuntersuchungen zwischen Gesamtblut, Serum, Plasma und Erythro- 
cyten angestellt. Die Feststellung des Gesamtcholesterins und der Fett- 
siiuren erfolgte nach vorangegangener Verseifung mit der Bloorschen”) 
Methode, nur vereinzelt wurde bei Giinsen zur Bestimmung des freien 
Cholesterins die Windaussche gravimetrische Methode herangezogen. 
Die Phosphatidbestimmung wurde nach den Fiskeschen'’) Angaben 
ausgefiihrt, nachdem die anfangs angewendete Methode von Bell-Doisy”*) 
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keine so guten Resultate gezeitigt hatte. Sowohl die Bloorsche wie 
die Fiskesche Methode geben bei entsprechender Ubung ausgezeichnete 
Resultate. Zur Sicherung wurde stets in einer zweiten Reihe eine 
Doppelbestimmung ausgefiihrt und nur gut iibereinstimmende Resultate 


I. Teil. 
Lipoidstoffwechseluntersuchungen beim Schwein. 

Wegen der Schwierigkeiten der Venenpunktion beim Schwein 
verzichteten wir auf die Durchfiihrung eigener Mastversuche; 
das zu den Bestimmungen benétigte Material wurde deshalb 
yom Schlachthof geholt. Dies hatte trotz der Unannehmlich- 
keit, daB die Bestimmungen nicht an dem gleichen Tiere fort- 
laufend ausgefiihrt werden konnten, auf der anderen Seite den 
Vorteil, daB die Untersuchungen durch die Zahl und Menge 
des Materials auf eine breitere Basis gestellt werden konnten. 
Nachdem auf dem Schlachthof das Gewicht der Tiere fest- 
gestellt war, wurde das Blut dem durch Halsschnitt getéteten 
Tiere entnommen und in sterile GefiBe aufgefangen; gewohn- 
lich wurden yon jedem Tiere zwei Proben gewonnen, die eine 
ohne jeden Zusatz, die zweite mit Zusatz kleiner Mengen von 
Natr. oxal. oder Natr. citric. in Substanz. Die Verarbeitung 
erfolgte méglichst bald nach der Entnahme. Die an 44 Schweinen 
gewonnenen Resultate sind in den nachfolgenden Ausfiihrungen 
verwendet. Unter diesen 44 Tieren befinden sich je 15 Klein- 
und Fettschweine sowie 14 Mittelschweine. Als Kleinschweine 
will ich die Tiere von 25—50kg bezeichnen, als Mittelschweine 
die Tiere um 100kg, als Fettschweine diejenigen mit einem 
Gewicht um 200kg. Das leichteste untersuchte Tier wog 26 kg 
das schwerste, eine Zuchtsau, 350kg. Es ergab sich bereits 
bei dem Zentrifugieren des Blutes ein interessanter Befund; 
die Erythrocyten des Kleinschweines wiesen die héchste Sedi- 
mentierungsgeschwindigkeit auf, waihrend sich beim Fettschwein 
das geringste Sedimentierungsvermégen zeigte. Bei gleich- 
zeitigem Zentrifugieren der 3 Blutproben war die Senkung 
beim Kleinschwein nach 10—15 Minuten fast vollstiindig, wihrend 
die iiber den Erythrocyten stehende Plasmamenge beim Mittel- 
schwein nur 1/,, beim Fettschwein nur }/, des beim Klein- 
schwein abgesetzten Plasmas betrug; iiberhaupt geben die 


verwertet. 
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Kleintiere eine erheblich gréBere Ausbeute an Plasma als die 
Fettschweine. Es liegt nichtim Rahmen meiner Arbeit, auf diese 
Befunde niher einzugehen, Von vielen Seiten wird den Lipo- 
iden ein Anteil am Zustandekommen der Blutkérperchensenkung 
zugesprochen, zumal die Fille von Lipimie eine auffallend 
beschleunigte Sedimentierungsgeschwindigkeit aufweisen. Nun 
bestehen bei diesen Fallen der menschlichen Pathologie (z. B. 
bei der Nephrose) haufig auch Verinderungen im Eiweib- 
quotienten, die sicherlich auch von gréBter Bedeutung bei der 
Sedimentierung sein diirften. Ob etwa beim Schwein auBer 
den Lipoidveriinderungen noch Verschiebungen im Kiweifgehalt 
vorhanden sind, wurde von mir nicht gepriift. Die Ergebnisse 
der Lipoiduntersuchungen sind in den folgenden 4 Tabellen 
zusammengestellt. (Zur Orientierung habe ich die Protokolle 
in Tab. Va und Vb — am Schluf des I. Teiles — zusammen- 
gestellt.) Aus simtlichen Zahlen wurden die Durchschnitts- 
werte errechnet. Betrachten wir zunichst die Ergebnisse der 
Tab. I, in der die Werte fiir Gesamtoxalat- bzw. Citratblut 
zusammengestellt sind. 


Tabelle I. 


Gesamtblut. 








0 
In mg-°/, 
oO, eet ‘ 
“— ; _ 
Phosphatide | Cholesterin | Fr. Fettsiiuren 








Klein 207,4 108,2 293,4 
Mittel 186,4 102,6 262 
Fett |  189,8 99 | 228.2 


Hs zeigt sich hiernach im Verlauf des Wachstums und 
der Mast beim Schwein eine konstante Abnahme simtlicher 
Lipoidfraktionen (ich beziehe hierbei — mit Bloor — auch 
die Fettsiiuren in den Begriff ,,Lipoide“ ein). Die Maximal- 
und Minimalwerte der einzelnen Fraktionen sind dann noch 
in Tab. V gegeniibergestellt. Es zeigt sich iiberall die deut- 
liche Tendenz zum Absinken mit zunehmendem Gewicht. Nur 
der Phosphatidwert der Fettschweine liegt etwas héher als der 
der Mittelschweine; das findet seine Erklirung in der Tat- 


a 





C 
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sache, daB sich hierbei eine tragende Zuchtsau befand, die 
den fiir die Gruppe Fettschwein hohen Phosphatidwert von 
252 mg-9/, zeigte, die Fettsiuren des gleichen Tieres betrugen 
274 mg-°/,, das Cholesterin 124mg-°/,. Hieraus ergibt sich, 
daB auch beim Schwein in der Graviditiit, genau wie beim 
Menschen, ein Anstieg der Lipoide erfolgt. 


Tabelle II. 

















Serum. 
In mg-°/, 
Schwein | , 
Phosphatide | Cholesterin | Fr. Fettsiuren 
Klein 126,08 126,66 313,45 
Mittel 113,63 - 108,55 272,10 
Fett 104,25 96,92 258,17 
Tabelle III. 
Plasma. 
Klein 117,43 110,72 315,28 
Mittel 104,43 100,96 278,71 
Fett 99,43 87 234.3 





In den Tab. II und LI sind dann die Werte von Serum 
und Plasma gegeniibergestellt; bei beiden ist das vollig gleich- 
sinnige Verhalten simtlicher Lipoide zu beobachten. Die Aus- 
schlige sind sogar noch deutlicher als im Gesamtblut, da ja 
die Erythrocyten, wie aus der folgenden Tab. 1V hervorgeht, 
nur in geringfiigigem MaBe Schwankungen unterworfen sind. 

Tabelle IV. 


Erythrocyten. 





In mg-°'y 
Schwein _ 
Phosphatide | Cholesterin — Fr. Fettsiiuren 








Klein 237 112,5 259 
Mittel 233 111,75 254 
Fett 225 109,75 234.5 


Kir die Erythrocyten sind die Mittelwerte ziemlich kon- 
stant, obgleich man auch hier mit der zunehmenden Mast eine 
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geringfiigige Abnahme konstatieren kann. Die Maximal- und 
Minimalwerte fir Gesamtblut, Serum, Plasma und Erythrocyte 
habe ich in Tab. V zusammengestellt, in Tab. Va und b sind die 
Versuchsprotokolle angefihrt. 

Tabelle V. 


Maximal- und Minimalwerte. 




















In mg-°/, 
Art Phosphatide Cholesterin Fr. Fettsiiuren 
Max. | Min. Max. Min. Max. | Min. 
Gesamtoxalatblut 285 161 136 86 385 182 
Serum .... 185 75 189 60 470 100 
Oxalatplasma . . 156 79 173 55 | 488 196 
Erythrocyten . . 256 208 132 98 | 303 204 











Kine Deutung verlangt noch der Befund, weshalb die 
Plasmawerte konstant etwas niedriger liegen als die ent- 
sprechenden Serumwerte. Friiher wurde einmal die Meinung 
vertreten, daB das ausfallende Fibrin in meBbarer Menge Li- 
poide mit sich reift, eine Annahme, die lingst widerlegt ist 
|Hueck?®)]|, andererseits ist die Wichtigkeit der Lipoide fiir dic 
Blutgerinnung nicht zu bezweifeln (Zak, Himmelstjerna, 
Nauk, Wooldridge, Zunz la Barre, Stuber und Szenes.!" | 
Wir miissten ja dann im Gegenteil eher ein umgekehrtes Ver- 
halten erwarten. Es kann, wie ich durch Vergleichsunter- 
suchungen feststellte, nur an dem Zusatz von Natr. citr. oder 
oxal. liegen, da ich bei gleichzeitiger Untersuchung von Schiittel- 
und Oxalatblut im letzteren stets niedrigere Werte erhob, und 
da das Serum des defibrinierten Blutes keinen Unterschied 
gegeniiber dem nach erfolgter Gerinnung gewonnenem Serum 
zeigte, wihrend das Oxalatplasma regelmiiBig einen niedrigeren 
Wert aufwies, der sich besonders am Cholesterin und Phos- 
phatid, weniger ausgesprochen an den Vettsiiuren auswirkte. 
Der niedrigere Lipoidgehalt des Plasmas ist miglicherweise — 
wie es auch schon von anderer Seite vermutet wurde —- daraut 
zuriickzufiihren, daB den Erythrocyten Wasser entzogen wird. 
Hiergegen spricht jedoch, daB auch im Gesamtoxalatblut die 
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Werte niedriger sind als im defibrinierten Blut. Auf all diese 
Fragen werde ich jedoch in einer weiteren Arbeit eingehen. 
Ks dirfte sich also empfehlen, nur Serum oder Schiittelblut 
zu verarbeiten, wenn man genaue Werte erlangen will. 
Bemerkenswert sind an den Gesamtwerten die fiir ein 
Masttier auffallend niedrigen Zahlen fiir simtliche Lipoidfrak- 
tionen. Wihrend man auch heute noch oft der Ansicht ist, daB 
es bei der Mast zu einer Lipimie kommt, wird man durch 
die Zablen der vorstehenden Tabellen eines anderen belehrt; 
die Werte legen si&mtlich niedriger als die eines niichternen 
Menschen. Man kann sich nach diesen Zahlen des Eindrucks 
nicht erwehren, daB der Kérper mit fortschreitender Mast in 
immer héherem MaBe die Fahigkeit erlangt, Fett aus dem 
Blut abzutransportieren; diese Fahigkeit scheint beim Schwein, 
das ja das idealste Tier fiir die Fettmast darstellt, am besten 
ausgebildet zu sein. Zu dieser Annahme wiirden auch die 
niedrigen Blutwerte bei pathologischer Iettsucht passen, bei 
denen das Fettgewebe mit Aviditat alles Fett aus dem Blute 
an sich zu reiBen scheint. Noch eine Beobachtung muB ich 
erwihnen; es zeigten sich in gewissen Untersuchungsrethen die 
Werte bei allen Tieren als auffallend niedrig, und nur durch 
diese Tatsache erklart sich die groBe Schwankungsbreite inner- 
halb der verschiedenen Reihen. Merkwiirdigerweise lagen diese 
niedrigen Werte immer im Winter, und zwar sowohl im Winter 
1926/27 als auch im Winter 1927/28 an Zeitpunkten, in 
denen wir strenge Kilteperioden hatten. So findet sich eine 
Reihe (Januar 1928), in der im Serum simtliche Werte fiir 
Cholesterin und Phosphatide unter 90 ng-° , legen und die Fett- 
siurenwerte 150 mg-°/, auch beim Kleinschwein nicht tber- 
schreiten. Da in den Sommermonaten die Werte regelmibig 
hdhere Grade erreichen, muB man wohl eine zur Aufrecht- 
erhaltung der Kérpertemperatur stirkere Verbrennung annehmen. 
Noch einen miglichen Einwand méchte ich schon jetzt 
zurtickweisen: daB das Absinken der Werte mit zunehmender 
Mast etwa auf eine eintretende Blutverdiinnung zuriickzufiihren 
sein kinnte. Hiergegen spricht mit Sicherheit der regelmiBig 
erhobene Befund, daB beim Kleinschwein die gréBte Plasma- 
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ausbeute zu erzielen war, wihrend mit zunehmender Mast dic 
Plasmamenge geringer wird, also eher eine Eindickung erfolgt. 

Wenn ich die Ergebnisse des ersten Teiles kurz zusammen- 
fasse, so zeigt sich: 

I. daB das Schwein verhiltnismaBig niedrige Lipoidwerte 
aufweist; 

II. daB es im Verlauf der Mast zu einer deutlichen A}- 
nahme simtlicher Lipoidfraktionen kommt, die aber nicht aut 
einer Verdiinnung des Blutes beruht; 

III. daB die Anderungen im Serum am ausgesprochenstei 
sind, wiihrend die Lipoide der Erythrocyten nur in geringe: 
(zrenzen schwanken; 

IV. die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit wird mi 
zunehmender Mast immer kleiner; 

V. vergleichende Untersuchungen von Serum und Oxalat- 
bzw. Citratplasma zeigen, daB die Werte im Plasma regelmiBig 
niedriger sind, was auf den Zusatz des chemischen Ageus 
zuriickzufiihren sein diirfte. 


Il. Teil. 
Lipoidstoffwechselstudien bei gemasteten Gansen. 


Zu den Versuchen an Ginsen wurden wir durch den 
Wunsch veranlait, zu priifen, ob im Mastzustand eine ver- 
ringerte Neigung des Organismus vorliegt, auf Fettzufuhr 
durch Steigerung der Phosphatid- und Cholesterinfraktion zu 
reagieren. Doch muBten wir von diesen Versuchen zunichst 
Abstand nehmen, weil sowohl Ginse wie Hiihner gréBere Fett- 
mengen kaum resorbieren. Es ergab sich aber Gelegenheit zu 
sehr interessanten Beobachtungen iiber die Mast. 

Wir wihlten fiir unsere Versuche besonders magere Giinse, 
um bei dem zu erwartenden Gewichtsanstieg gréBere Aus- 
schlige zu bekommen. Die Untersuchung bei den gemiisteteu 
Gansen war eine iihnliche wie bei den Schweinen. Die Ent- 
nahme des Blutes erfolgte jedesmal nach mindestens 12stiindiger 
Nahrungspause durch Punktion einer Fliigelvene. In An- 
betracht der Schwierigkeiten, die sich der Erlangung gréBerer 
Mengen von Versuchsmaterial entgegenstellten, mute, um die 
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Tiere durch den Blutverlust nicht allzusehr zu schwichen, 
hiufig auf die Vornahme von Doppelbestimmungen verzichtet 
werden; die jedoch immer wieder von Zeit zu Zeit ausgefiihrten 
Kontrollbestimmungen ergaben ein derart einwandfreies Arbeiten 
der Methode, daB auch die ohne Doppelbestimmung gewonnenen 
Resultate als zuverlissig anzusprechen sein diirften. (Ich werde 
deshalb bei einem Tier (S. 164) eine ganze Versuchsreihe mit den 
Doppelbestimmungen einfiigen, um zu zeigen, welche Zahlen 
erlangt wurden.) Die bei Gans I gewonnenen Werte sind in 
Tab. VI zusammengestellt. 


Tabelle VI. 























rans I. 
In mg-°/, 
Datum | Gew. Art des ie | 
; om |. # . a Bemerkungen 
1927 in g Materials o's S s | Se 
BE SE |RS 
21. II. — -— _ —- | — Haferfiitterung 
23.11. | 3640] Oxalatblut | 857 152 | 581 — 
2.111. | 3870 desgl. 333 146 | 490 |} Trioleinversuch I 
5.1V. | 4950 desgl. 312,5 141 | 357 _ 
iv. | + desgl. 312 120 | 400 aaa 
28. IV. | 5860 desgl. 274 | 127,5' 416 — 
4, V. -— desgl. 805 = 1387 568 | Nicht niichtern, 
Triolein- 
| versuch II 
17. V. — | Oxalatplasma; 250 148 | 345 desgl. III 
16. VI. | 5980 Serum 180 108 233 desgl. 1V 
2. VIL. | 5970 a —— — — Stopfmast 
22. VIL. | 6850 — — — — Mast beendet, 
Haferfiitterung 
30. VIL. | 6900 | Ges. Oxalatbl.| 181 , 93 307 Geschlachtet 
Oxalatplasma | 175 87,5] 328 — 
Serum 185 89 823 — 
Erythrocyten | Nicht untersucht -- 


Dieses Tier wurde einfach mit Hafer gefiittert, nur in der Zeit 
vom 2, VIL. 27 bis 21. VII. 27 erfolgte eine Stopfmast mit gewéhnlichen 
Kleie-RoggenmehlkléBen. Das Blutplasma bzw. Serum dieses Tieres 
wies niemals eine lipimische Triibung auf. Die Untersuchungen wurden 
hier sowohl an Gesamtblut als an Plasma bzw. Serum ausgefiihrt, was 











= 
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die Wbersicht der Kurve etwas erschweren diirfte, doch ist der Gesamt- 
verlauf trotzdem ziemlich eindeutig; ein Fehler ist ferner, daB wihrend 
der Stopfmast eine Blutuntersuchung aus ‘AuBeren Griinden nicht aus- 
gefiihrt werden konnte. Wenn wir jedoch die Werte im Beginn und 
beim Tode gegeniiberstellen, so ergibt sich der vollig gleiche Verlau: 
wie bei der Schweinemast; nur sind die Differenzen noch wesentlic) 
ausgesprochener, wie die folgende Gegeniiberstellung beweist. 


Phosphatide Cholesterin Fettsiuren 


Beginn: 357 mg-°/, 152 mg-°/, 581 mg-°/, 
Ende: 181 ,, S 4s, 307 sy, 


Tabelle VIa. | 


Trioleinversuche. 





























In mg-°/, 
Datum —_ Artdes [| | | | Be- 
Zeit ; . 22) oe. 
1927 Materials | $5 | SE | 3 = merxungen 

Be | OR | ee 

2./3. LIT. | Vor Beginn | Oxalatblut | 333 146 | 490 10 ccm 

Vers. I | Nach 2Stdn. desgl. 320 150 | 490 Triolein 

is desgl. | 320 | 175 | 490 | P&* 9%: 
~ x desgl. 392 | 217 | 546 
~~ oe desgl. 312 152 | 526 

4./5. V. Beginn desgl. 305 137 | 568 desgl. 
Vers. Il. | Nach 4Stdn. desgl. 312,5; 138 | 510 
si OE desgl. 311 138 | 521 
1 24 4, desgl. 311 | 1388 | 581 

17./18. Y. Beginn [Oxalatplasma] 250 148 | 345 desgl. 
Vers. IIL. | Nach 4Stdn. desgl. 384 154 | 417 
a ee desgl. 357 136 = 408 
i desgl. 305 | 135 | 378 

16. VI. Begiun Serum 180 | 108 | 233 desgl. 
Vers. 1V.| Nach 4Stdn.| — desgl, 183 120 | 225 
oo Stee desgl. 183 | 121 | 222 

Die Trioleinversuche (in Tab. Vla zusammengestellt) ergaben keine j 


recht eindeutigen Resultate; wiihrend man bei Versuch I und III den 
Eindruck hat, als ob eine Resorption stattfindet, erfolgte bei Versuch II 
und IV gar kein Anstieg. Die Fettausscheidung im Stuhl wurde leider 
nicht verfolgt. Da wir uns von den Trioleinversuchen nach diesem Ver- 
lauf keine besonders wertvollen Ergebnisse erhoffen durften und da 
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farmer eine mehrfache Entnahme von 5—6 ccm Blut an einem Tage auf 
fast uniiberwindbare Schwierigkeiten stieB und die wiederholte Blut- 
entziehung fiir das Tier sicherlich nicht gleichgiiltig war, wurde bei den 
folgenden Tieren von weiteren Trioleinbelastungen Abstand genommen. 

Das Ergebnis der bei Gans I gewonnenen Resultate wiire 
also dahin zu deuten, daB auch bei der Gans im Verlauf der 
durch eine normale Fiitterungsweise erzielten Mast ein lang- 
sames aber konstantes Absinken simtlicher Lipoidfraktionen 
erfolet, das bei den Phosphatiden und den Fettsiuren fast 
50°/,, beim Cholesterin etwa 40°/, des Anfangswertes aus- 
macht. 

Eine ganz andere Kurve zeigen die Lipoidwerte im Ver- 
lauf einer gewaltsamen Mast. Die Mastanordnung bei Tier I] 
und III ist die gleiche. Beide Tiere wurden von Beginn an 
mit Kleie—RoggenmehlkléBen gestopft. Den Verlauf des Ver- 
suches bei Tier I] zeigt die Kurve VII. 


Tabelle VIL 





Gans II. 
In mg-°/, 
Datum | Gew. Art des ners 
* / so weil as Bemerkungen 
1927 in g Materials SS, e858); 85 
y : 2g. Ox.-B 35 5: 558 Stopf begin 
s. XII. | 4540 Ge Ox.-Blut | 439 | 163 555 Stopf beginn 
Serum, klar 440 | 235 550 —- 
15, XII. | 4900 desgl. 312 | 215 694 — 
22, XII. | 5150 | Serum, milch-| 1234 | 470 10250] Sehr dyspnoisch, 
10° weib | matt; friBt seit 
einigen Tagen 
schlecht 
22. Ail. dese. 1587 | 593 8888 | Zustand erheblich 
23° | verschlechtert, 
mub geschlachtet 
| werden 
Ges. Ox.-Blut] 1190 | 870 | 6060 a 
kakaofarb. | | 
Plasma, 1833 | 530 | 7843 —- 
lipiimisch | 














Krythrocyten | 709 | 193 | 1403] Ungewaschen 
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Es ergeben sich bei der Betrachtung dieser Kurve doch recht 
wichtige Einzelheiten. Die Anfangswerte sind etwa die gleicben wie 
bei Tier I. In der ersten Woche der Mast geht es verhiltnismiBig gut, 
das Tier friBt leidlich, nimmt in 7 Tagen 360g an Gewicht zu, die 
Werte fiir Phosphatide und Cholesterin sind in dieser Zeit deutlich a) 
gesunken, wenn auch die Fettsiurewerte etwas hoéher liegen als im 
Beginn. Das Serum zeigt keine Spur lipiimischer Triibung. In der 
2. Stopfwoche liBt die FreBlust deutlich nach, die Gewichtszunahme is' 
geringer, das Tier gelangt in den Zustand der Fettassimilationsinsuffi- 
zienz. Das Blut ist jetzt ausgesprochen lipimisch, das Tier macht einen 
schwerkranken Eindruck; es ist dyspnoisch, so daB an eine Pneumonie 
gedacht wird (Temperatur rektal 38°), Die Phosphatidwerte sind seit 
der am 8. XII. 27 erfolgten Entnahme um das 4 fache, das Cholesterin 
um iiber das doppelte vermehrt; einen geradezu grotesken Anstieg 
weisen die Fettwerte auf, die bei einem Gehalt von iiber 10 g-°/, fasi 
das 20fache des Ausgangswertes erreicht haben. Der Zustand ver- 
schlechtert sich in den niichsten Stunden, obgleich das Tier kaum noch 
Nahrung zu sich nimmt derart, daB in den spiiten Abendstunden die 
Schlachtung erfolgen mu. Die vergleichende Untersuchung der einzelnen 
Blutbestandteile ergibt ebenfalls recht interessante Befunde. Die Werte 
fiir Phosphatide und Cholesterin liegen noch héher als am Morgen des 
gleichen Tages, wihrend die Fettsiuren eine geringe Abnahme erfahren 
haben. Auch hier ist zu erkennen, daB die Werte im Oxalatplasma 
erheblich niedriger sind als im Serum; andererseits sind zweifellos auch 
die Erythrocyten an der Zunahme beteiligt. Es ist sicher, daB bei den 
Krythrocyten trotz langen Zentrifugierens und griindlichen Absaugens 
des Plasmas noch geringe Plasmamengen vorhanden sind, so daB die 
wirklichen Werte im ganzen etwas niedriger liegen diirften. Kin 
Waschen der Erythrocyten habe ich vermieden, da ja dieselben durch 
das Waschen bekanntlich lecithiniirmer werden (Brinkmann und van 
Dam’); leider standen mir nicht geniigende Blutmengen zur Verfiigung, 
daB ich in einer zweiten Reihe noch die gewaschenen Erythrocyten 
hatte untersuchen kénnen. Die Vermehrung betrifft in den Erythrocyten 
hauptsichlich die Phosphatide und Fettsiuren, wiihrend das Cholesterin 
nicht in so ausgesprochenem MaBe angestiegen ist. 


Ich méchte die Protokolle dieses Versuches anfiihren, um zu zeigen, 
welch gute Resultate die in diesem Falle ausgefiihrten Doppelbestim- 
mungen ergaben. Ubrigens hatten wir entsprechende Doppelwerte 
regelmiBig bei den Schweineblutuntersuchungen erhalten. 


22. XII. 27. 


I. Gesamtblut, milechkakaofarben, 


gefillt 3 cem auf 100 Alkohol-Athergemisch; 
verarbeitet je 10 cem Filtrat, 
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Phosphatid-Standard: 1 ecm. Ph.-Standard enthaltend 0,1 mg P 
auf 25 cem. Standardeinstellung auf 20. 


Abgelesen I. 13,5 
Il. 14,5 


Cholesterin-Standard: 5 mg Cholesterin in 10 ecem Chloroform. 


= 1190 mg-°/). 


Abgelesen I. 50 
II. 50,5; 51 
Fettsiuren-Standard: enthalt 2 mg Fettsiiuregemisch 
in 5 ecem 95°/, Alkohol. 
Standardeinstellung auf 50. 
Abgelesen I. 6,0 B® 
Il. 5,5; 5,0 J” 
Der Standard war bei den iibrigen Bestimmungen der gleiche 
wie bei dem Gesamtblut; es wurde wiederum je 10 cem Filtrat 
verarbeitet. 


50,5 = 370 mg-°/,. 


= 6060 mg-°/,. 


If, Serum, milchweiB, gefiillt °/1 9 


Phosphat: I. 10,5 ) 
B.5) Oe 
holesterin: 
eee IL 1 60 (auf 10 verdiinnt)=593 mg-°/,. 
Fettsiiuren: I. 3 
3 = y.0 
IL. a -_ 515 = 8888 mg 


Iii. Plasma, milchweiB, gefiillt 9/,). 
Phosphatid: [. 12,5 1 
IL. 12,5 
Cholesterin: I. 63,5 
Il. 64 
Fettsiuren: IL. 3,75; 4,0; 4,0 
Il. 4,5 
IY. Erythrocyten, gefiillt °/,o9. 
Phosphatid:  [. 23 
Il, 24 
Cholesterin: I. 85; 84 | 
II. 84; 83 J 
Fettsiuren: I. 23,5 
Ii, 24,0 
Die in zwei verschiedenen Reihen vorgenommenen Ablesungen 
zeigen also, daB man auch mit der colorimetrischen Methode recht gut 
iibereinstimmende Doppelbestimmungen erhiilt. 
Die Sektion des Tieres zeigte ein fiir eine Stopfgans nur miBiges 
Fettpolster und Darmfett; die Leber war ausgesprochen verfettet, an 


2,5 = 1333 mg-°/). 
| 6 63,75 (auf 10 verd.) = 530 mg-°, 


4,25 = 7843 mg-°/). 


23,5 = 709 mg-"/,. 
84 = 193 mg-°/,. 


23,75 = 1408 mg-°/,. 
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den iibrigen Organen war eine Verfettung nicht festzustellen. Dic 
Lungen waren lufthaltig und nirgends infiltriert. Die histologische 
Untersuchung von Leber und Lunge (die in freundlicher Weise von 
Herrn Priv.-Doz, Dr. Silberberg vom hiesigen pathologischen Institut 
ausgefiihrt wurde) bestiitigte die schon makroskopisch festgestellte Ver. 
fettung der Leber; an den Lungen war nirgends ein Anhaltspunkt fiir 
eine Pneumonie zu finden. Wir werden demnach wohl annehmen 
miissen, da8 das Tier infolge der gewaltsamen Uberschwemmung des 
Blutes mit Fett in diesen schweren Zustand gelangt ist, da der Kérper 
nicht imstande war, diese groBen Fettmengen zu bewiiltigen. Ubrigens 
stellt sich auch beim Menschen nach Aufnahme groBer Fettmengen ein 
derartiger Zustand ein, wie wir durch zwei, zu anderen Zwecken vor- 
genommenen Fettbelastungen feststellen konnten. Bei dem ersten Ver- 
such nahm ein Kollege '/, Liter 40°/,ige Sahne zu sich, bei dem zweiten 
(Selbstversuch) wurden 200 cem Lebertran eingenommen. Es trat danach 
eine ausgesprochene Hyperlipiimie auf, gleichzeitig bestand Hitzegefiih! 
und Beklemmungserscheinungen neben deutlicher Atemnot; nach etwa 
3 Stunden war dieser Zustand wieder voriiber. 


Tabelle VIII. 

















Gans III. 
~2igs stitch 
, o Ss = 4 _ - 
Datum {Gew.| S-= |] Sx ~~ oe " Be 
1928 in #2]35- ee (SE | Se merkungen 
6. I. 4590 | Serum] klar | 329 | 180 560 Beginn der 
Stopfmast 
12. I. 5440 - “ 272 128 488 FriBt gut 
19. I. 5400 |, 481 198 185 sn 
26. I. 5650 - ‘ 446 193 | 595 — 
8. I. 7200 7 lipim.| 658 | 254 1740 Beginnende 
| Dyspnée, friBt 
schlechter 
16. I. 7150 7 °9 714 | 340 | 1111 Dyspnée 
| (175) 4) stiirker, wird 
| | geschlachtet 
Defibr.Ges.-Bl. | 645 248 | 952] Im Ges-Blut 
wilechkakaofarb. (163) ') B. Z. 0,035 g-°/, 
Erythrocyten | 278 | 119 353 Nicht 
(109)*) gewaschen 











1) Die Zahlen in Klammern geben die Werte fiir freies Cholesterin 
(Windaus) an. 
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Einen fhnlichen Verlauf wie bei Tier I] sehen wir bei 
unserer III. Versuchsgans. Jedoch war dieses Tier anscheinend 
wesentlich besser imstande, groBe Fettmengen aufzunehmen 
als Gans II. Auch bei diesem III. Tier erfolgte die Stopfmast 
vom Beginn des Versuchs an. Der Verlauf der Blutfettkurve 
ist in Tab. VIIL dargestellt. Die Untersuchungen erfolgten 
yon jetzt ab ausschlieBlich im Serum; nur nach der Schlach- 
tung wurde eine komplette Blutanalyse ausgefihrt. 


Im Prinzip zeigt auch diese Kurve einen ihnlichen Verlauf wie 
die yon Gans II. Die Anfangswerte liegen in der iiblichen Hohe; in 
den ersten 6 Tagen friBt das Tier ausgezeichnet und nimmt in dieser 
Zeit fast 1 kg an Gewicht zu. Infolgedessen sind auch die Lipoidwerte 
deutlich abgesunken; die Abnahme ist am stiirksten beim Cholesterin 
zu erkennen. Das Serum zeigt nicht die geringste Triibung. In der 
niichsten Woche ist die Gewichtszunahme gleich 0, die Lipoidwerte sind 
weit tiber die Anfangswerte in die Héhe geschnellt; der Anstieg aiuBert 
sich am stirksten beim Phosphatid und den Fettsiuren. In der Folge- 
zeit (19. I. bis 26. I.) miBige Zunahme, infolgedessen deutliches Absinken 
der Fettkurve. Da wir die Beobachtung gemacht hatten, daB die Tiere 


nach der Punktion 1—2 Tage schlechter fraBen, wurde jetzt — um 
einen ungestérten Anstieg zu erzielen — 14 Tage mit der Punktion ge- 


wartet; es erfolgt in dieser Zeit ein recht ansehnlicher Gewichtsanstieg 
(um 1,55 kg). Vom 6.11. an tritt eine deutlich merkbare Dyspnée auf, 
das Tier beginnt schlechter zu fressen. Am 8. II. ist eine ausgesprochene 
Laktimie vorhanden; die Lipoidwerte sind gegeniiber den Zahlen vom 
12. I]. auf das 2—4fache angestiegen. Die Zunahme ist am stirksten 
bei den Fettsiiuren, am schwiichsten beim Cholesterin. In den folgenden 
8 Tagen ist trotz Fortsetzung der Mast kein Gewichtsanstieg mehr zu 
erreichen; die Hyperlipimie besteht infolgedessen fort und ist am Tage 
der Schlachtung bei den Phosphatiden und dem Cholesterin sogar noch 
ausgesprochener als am 8. II; am geringsten ist die Vermehrung bei 
den Erythrocyten zu erkennen. Bei dieser Gans wurden auch die Werte 
fiir freies Cholesterin bestimmt; es ergibt sich hieraus, da® in den 
Erythroeyten fast alles Cholesterin ungebunden ist, wihrend im Serum 
die Hilfte, im Gesamtblut #/, als freies Cholesterin kreist; in diesem 
normalen Verhalten tritt also durch die Fettmast keine Anderung ein. 
Da ich in dieser Zeit bei der Nephrose gerade auf die engen Beziehungen 
zwischen Blutzucker und Lipoiden aufmerksam geworden war, wurde 
am 16.11. vor der Schlachtung der Blutzucker bestimmt, der den Wert 
von 0,035 g-°/, aufwies. Diese Zahl diirfte im Vergleich zu den bei 
Tier IV und V gefundenen als auffallend niedrig zu bezeichnen sein; 
es hat also auch hier den Anschein, als ob enge Beziehungen zwischen 











ee 
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Blutzucker und Blutfett bestehen. Es liegt mir jedoch vdllig fern, au: 
dieser einen Zahl irgendwelche Folgerungen zu ziehen, da ich ja selbst 
noch keine Erfahrungen iiber Blutzuckerwerte bei Ginsen gesamm¢|; 
habe. Bei den weiteren Untersuchungen werden wir besonders auf 
diese Zusammenhiinge achten. Eine Stérung im Fettabbau scheint nicht 
vorzuliegen, da die Tributyrinspaltung durch das lipimische Serum 
eher besechleunigt als verlangsamt erfolgte und nach 30 Minuten (oy 
Abbau fast beendet war. 

Die Sektion dieses Tieres zeigte ein enormes Fettpolster, die Leber 
war hochgradig verfettet. Die Organgewichte der Tiere II], [1V und \ 
sind in Tab. XI zusammengestellt. 


Die Versuchsanordnung bei den Giinsen IY und V war 
eine wesentlich andere als bei Tier II und III. Diese Tiere 
erhielten in der ersten Zeit des Versuches nur Haferfiitterun:: 
vom 22. bzw. 23. 11 ab erfolgt bei beiden Ginsen eine reine 
Kohlehydratmast. 


Die Zubereitung der Stopfnudeln erfolgte nach den Bleibtreu- 
schen Angaben. Benutzt wurde reines Kartoffelmehl, Zucker und 
Kierklar. Mit 1kg Kartoffelmehl wurden '/,—'/, kg Zucker und das 
WeiBe von 3—5 Eiern, sowie Wasser verarbeitet und hieraus die Stop’- 
k!6Be durch Backen hergestellt. Die Zubereitung machte groBe Schwierig- 
keiten, da die Masse nur sehr schlecht bindet. Auch die Fiitterung wit 
diesen Nudeln war sehr schwierig, da sie sehr brécklig waren und beii 
Eintauchen in Wasser rasch zerfielen. Auch wurden sie wegen de: 
trockenen, spréden Zustandes von den Tieren sehr schlecht geschluckt. 
Der Verlauf des Versuches ist in den Tabb. IX und X dargestellt. 

Die Verlaufsform beider Kurven bietet im allgemeinen das gleichec 
Bild. Auffallend ist die schlechte Gewichtszunahme bei der Hafer- 
fiitterung. Jedoch ist auch bei diesen beiden Tierten zur Zeit des 
Gewichtsanstieges ein deutliches Absinken der Lipoide zu verzeichnen. 
Dieses wirkt sich bei Tier IV besonders am 8. II., bei Tier V am 17. II. 
aus. Anderseits ist bei Gewichtsstillstand bzw. Absinken ein Anstieg 
der Blutfettwerte unverkennbar (19. 1.), Die Blutzuckerwerte am 17, II. 
liegen bei niedrigerem Lipoidgehalt deutlich héher als bei Tier IIL im 
Stadium der Hyperlipimie. 

Zu der Stopfmast mit Kartoffelmehl wiire zu bemerken, daB ich 
im Gegensatz zu den Bleibtreuschen Ergebnissen eine Gewichts- 
zunahme nicht erzielen konnte. Dieser Befund erscheint nach dem 
heutigen Stande der Wissenschaft sehr verstiindlich. Handelt es_ sich 
doch bei diesen Stopfnudeln um eine vitaminfreie Nahrung, bei der ein 
Gedeihen bzw. Zunehmen nicht zu erwarten ist. Die Tiere werden bei 
diesem Nahrungsgemisch schwer krank und wiiren zweifellos kurze Zeit 
spiiter ad exitum gekommen, wenn nicht die Notschlachtung erfolgt 


Tabelle IX. 
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wire. Bemerkenswert ist, daB bei beiden Tieren dieser Zustand ge- 
nau nach 17 Tagen auftritt. Dies ist besonders auffallend bei Tier V. 
das am 10. III. noch leidlich gefressen hatte und bei dem sich dann im 
Laufe von wenigen Stunden die schweren Symptome einstellten. Ein 
Sinken der Blutfettwerte bei dieser Ernihrung ist nicht erkennbar, die 
Werte am 9. ILI. liegen bei beiden Tieren im Gegenteil deutlich héher 
als vor Beginn dieser Fiitterung, In den letzten Lebensstunden kommt 
es dann zu einer ausgesprochenen Lactimie, die wir nur mit einer Ab- 
wanderung des Depotfettes in die Blutbabn erkliren kénnen, da eine 
Nahrungsanfnahme nicht mehr erfolgte. 

Hiermit diirfte auch die ziemlich erhebliche Gewichtsabnahme zu 
erkliren sein; es ist der gleiche Zustand, wie man ihn bei absolutem 
Hunger zu sehen pflegt, bei dem ebenfalls die Verbrennung auf Kosten 
des Depotfettes aufrecht erhalten wird. Der einzige Unterschied besteht 
darin; daB es sich bei unseren Tieren nur um einen partiellen Hunger 
handelt und daB der Zusammenbruch bei dem durch die unzweckmabige 
Ernihrung schwer geschidigten Organismus wesentlich schneller vor 
sich geht als beim einfachen Hungertier. 

Bei Gans V wurde bei der Schlachtung nur eine geringe Blut- 
menge gewonnen, so daB die Analyse nur im Gesamtblut vorgenommen 
werden konnte; jedoch ist auch hier der enorme Anstieg siimtlicher 
Lipoidfraktionen unverkennbar, Bei Tier IV sind die Serumwerte fiir 
Phosphatide und Cholesterin im Vergleich zu den Zahlen vor Beginn 
der Stopfperiode auf tiber das Doppelte angewachsen; die Fettsiuren 
sind sogar um das 4—5fache angestiegen. Sehr interessant erscheinen 
mir die Blutfettzahlen bei den Erythrocyten. Der Cholesterinwert liegt 
hier auffallend niedrig und steht in besonders autfilligem Gegensatz 
zu den hohen Phosphatid- und Fettsiiurewerten; Than gewinnt hiernach 
also den Eindruck, als ob im avitaminotischen Zustande auch die Ery- 
throcyten krankhaft veriindert werden. 

Bemerkenswert sind ferner die Sektionsbefunde; das Unterhautfett- 
gewebe beider Tiere war recht diirftig, waihrend das Bauchfett noch in 
ziemlich reichlicher Menge vorhanden war. In der Fettverarmung des 
Organismus werden wir demnach wohl kaum die Ursache des schweren 
Krankheitsbildes erblicken diirfen. Die Leber zeigte bi beiden Tieren 
keinerlei Verfettungserscheinungen. Auffallend war die GréBe der Nieren 
bei den zwei avitaminotischen Giinsen. Zur besseren Ubersicht habe 
ich die frischen Organgewichte in der folgenden Tab. XI gegeniiber- 
gestellt. 

Die Leber von Tier V hat demnach nur 1/3 des Gewichtes der 
durch normale Mast hochgradig verfetteten bei Tier Ill. Die Milz weist 
bei Tier [V und V ein etwas geringeres Gewicht auf als bei Tier II], 
wiihrend das Nebennierengewicht bei Gans III etwas niedriger ist als 
bei den beiden anderen Giinsen; am auffallendsten ist jedoch der Unter- 
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schied im Nierengewicht. Die Nieren der Tiere IV und V_ haben ein 
¢—T mal so hohes Gewicht als die von Gans III. 


Tabelle XI. 














Organgewichte. 

In g 
Gans —- el 
Gesamt Leber | Milz Neben Nieren 

gewicht nieren 

Il 7150 | 350 1,93 | 0,789 0,849 
_ 4,9) (0,027) | (0,011) (0,0118) 
IV 4150 | 140 1,0019 | 0,93 5,0509 
| (3,44) (0,024) | (0,0224) (0,122) 
V 4750 | 128 12675 | 1,152 6,2525 
(2,8) (0,026) | (0,0242) | (0,131) 





Die bei den Organen in Klammer angefiihrten Zahlen bezeichnen den 
Prozentsatz des Organgewichtes zum Gesamtgewicht. 


Die chemische Analyse der Organe sowie die sich aus 
dieser Arbeit ergebenden Fragestellungen, insbesondere der 
Verlauf der Mast bei Zulage verschiedener Vitamine, und Li- 
poide bilden den Gegenstand weiterer Untersuchungen, ihre 
Veréffentlichung erfolgt in einer spiteren Mitteilung. 

Wenn ich zum Schlu8& noch die Resultate meiner Unter- 
suchungen bei der Giinsemast zusammenfasse, so ergeben sich 
folgende Besonderheiten: 

1. Auch bei Ginsen kommt es im Laufe einer normalen 

- nicht gewaltsamen Mast — mit zunehmendem [| dOrper- 
gewicht zu einem langsamen aber konstanten Absinken simt- 
licher Lipoide. 

2. Erfolgt eine gewaltsame Mistung, bleiben die Lipoid- 
werte niedrig oder sinken sogar ab, solange der Organismus 
mit dem Fettangebot fertig wird; kommt es aber zum Gewichts- 
stillstand, so steigen die Lipoidwerte erheblich an. Bei dem 
am Ende der Mast auftretenden Gewichtsstillstand tritt eine 
Lactimie auf, die in einem Falle einen Gesamtfettwert von 
12 g-°/, erreichte. Die Tiere machen in diesem Zustand einen 
deutlich kranken Eindruck und werden dyspnoisch. 

3. Bei Ernihrung mit Stopfnudeln aus Kartoffelmehl, 
Zucker und EiweiB ist keine Mast moglich; die Tiere nehmen 
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hierbei ab, werden schwerkrank und geraten in einen bedroh. 
lichen (avitaminotischen?) Zustand. Ks kommt hier ebenf:il|s 
im Endstadium zu einer Lactimie, die jedoch auf eine Wanie- 
rung von Depotfett zuriickzufiihren sein diirfte. 

4, Die Organe der verschiedenartig gemiasteten Giinse 
zeigen deutliche Gewichtsunterschiede, was am ausgesprochensten 
an Leber und Nieren zu erkennen ist. 
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Zur Darstellung der unveranderten Modifikation 
des Oxyhamins und des Chlorhamins. 
Von 


A. Hamsik. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Brinn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, April 1928.) 


Um die unverainderte Modifikation des Oxyhimins und 
des Chlorhiamins aus dem Blutfarbstoff zu gewinnen, ist nach 
meinen Erfahrungen notwendig, die Einwirkung von freier 
oder aus den Salzen frei gewordener Mineralsiiure auf den 
gelésten Farbstoff méglichst einzuschrinken, weil durch linger 
dauernde Einwirkung eine Verinderung der urspriinglichen 
Modifikation des Farbstoffes stattfindet.!) Aus diesem Grund 
muB 1, der Farbstoff aus dem Extrakt bald ausgefallt werden, 
ist 2. fiir die Extraktion die Oxalsiure besser geeignet als die 
Schwefelsiure, muB 3. die Extraktion, besonders mit der 
Schwefelsiure, in der Kilte geschehen und darf nicht zu 
lange dauern, ist 4. vorteilhafter Aceton als Alkohol zu ver- 
wenden, muff 5. auBerdem auch der Gehalt des Blutkoagulums 
an den Chloriden beriicksichtigt werden, denn namentlich bei 
der Extraktion mit Aceton—Schwefelsiiuregemisch ist der Um- 
stand, ob das Blutkoagulum von den Chloriden durch Waschen 
mit Wasser befreit wurde oder nicht, sehr wichtig. In 
letzterem Fall beginnt niimlich bereits wihrend der Extraktion 
(nach etwa 15 Minuten) das Acetonchlorhimin zu krystalli- 
sieren, so da® bei kurzdauernder Extraktion starker Auszug, 
bei linger dauernder Extraktion schwach gefirbter Auszug 


’) Diese Zs. Bd. 148, S. 99 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVI. 12 
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erzielt wird. Dieser Umstand ist zum Teil schuld an der 
niedrigen Ausbeute des Acetonhimins nach dem Verfahren 
von Zaleski und Merunowicz’), das neuerdings W. Kiister?) 
benutzte. Bei Verwendung von Aceton—Oxalsiuregemisch be- 
ginnt die Krystallisation des Acetonchlorhimins etwas spiter. 
Aber auch bei der Extraktion mit Alkohol- oder Athersiiure- 
gemisch spielt der erwihnte Umstand eine Rolle, obwohl hier 
die Ausscheidung des Chlorhimins lingere Zeit braucht und 
namentlich bei ungeniigender Menge des Extraktionsmittels 
und bei Erwiirmen zur Geltung kommt. Doch ist auf diese 
Weise die unbefriedigende Ausbeute an Chlorhiaminmethylestern, 
wie sie KF. Haurowitz%) bei dem modifizierten Morner- 
Kiisterschen Verfahren beobachtet hat, zum Teil erklirlich. 

Im folgenden wird ein schonendes, in der Hauptsache 
schon friiher (a. a. O.) mitgeteiltes Verfahren zur Darstellung 
des Rohoxyhiimins und -chlorhimins beschrieben, nach dem in 
guter Ausbeute die wahrscheinlich unveranderten Modifikationen 
der genannten Blutfarbstoffderivaten dargestellt werden kénnen. 


Beschreibung des modifizierten Verfahrens. 

Prinzip. Defibriniertes Blut wird mit Aceton koaguliert, 
das Koagulum wird von den Chloriden befreit und mit Aceton- 
oxalsiiuregemisch ausgezogen. Der Auszug wird zur Dar- 
stellung des Oxyhiimins mit Natriumacetatlésung, zur Dar- 
stellung des Chlorhiimins mit verdiinnter Salzsiure versetzt, 
bis der Farbstoff rasch ausfillt. Der Niederschlag wird még- 
lichst bald von der Mutterlauge getrennt und ausgewaschen. 
Dieses Verfahren halte ich fiir das schonendste. AuBerdem 
wurden Priiparate nach ihnlichem vielfach variertem Ver- 
fahren dargestellt. 

Koagulation des Biutes. Defibriniertes Blut wurde 
mit etwas mehr als dem gleichen Volum Aceton (oder auch 
Alkohol) gut durchgeriihrt, nach etwa 24 bis 48 Stunden 
koliert, abgepreBt und zerrieben. Um an Alkohol und 


') Jahresb. Tierch. Bd. 87, 8. 179 (1907). 
") Diese Zs. Bd. 172, 8. 138 (1927). 
') Diese Zs. Bd. 173, 8S. 118 (1928). 
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Aceton zu sparen, wire vorteilhaft zentrifugiertes Blut zu 
verwenden oder noch besser die von Cholesterin nach Heidel- 
berger-Haurowitz (a. a.Q.) befreite Himoglobinlésung als 
Ausgangsmaterial zu nehmen. Das letztere Material kénnte 
wahrscheinlich die Filtration leichter und die Extraktion des 
Oxyhimins im Soxhlet mit Ather vielleicht iiberfliissig machen. 

Waschen des Blutkoagulums mit Wasser. Das 
zerriebene Koagulum wurde mit Wasser durchgeriihrt, nach 
einiger Zeit koliert, mehrmals nachgewaschen, abgepreBt, 
zerrieben. Das Kolieren ging besser, wenn nach Absitzen des 
Koagulums die fein getriibte, wenig Farbstoff enthaltende 
Flissigkeit abgegossen wurde. Das zerriebene Koagulum 
wurde noch mit Aceton (bzw. Alkohol) durchgeriihrt, koliert, 
abgepreBt und zerrieben. 

Extraktion. Der Extraktion wurde 1. das Chloride ent- 
haltende, 2. das von den Chloriden befreite Koagulum unter- 
worfen. Zur Extraktion diente Aceton oder Alkohol, in einem 
Fall auch Ather und Oxalsiiure oder Schwefelsiiure. Die 
Dauer der Extraktion war verschieden lang, von 1 Viertel- 
stunde bis 5 Stunden. Die Extraktion wurde in der Kilte 
vorgenommen. Der Auszug wurde koliert, das Ungeliste mit 
Aceton (bzw. Alkohol) unter Umriihren nachgewaschen und ab- 
sepreBt. Die Extraktion wurde in einigen Fillen mehrmals 
wiederholt. Die filtrierten Ausziige wurden entweder vereinigt 
oder separat weiter verarbeitet. Es wurde beobachtet, dab 
die Extraktion mit Oxalsiiuregemisch bei Gegenwart von Chlo- 
riden ausgiebiger war als diejenige mit Schwefelsiiuregemisch 
und daB der Farbstoff durch Alkoholsiuregemisch besser 
extrahiert wurde als durch Acetonsiuregemisch. 

Fallen des Farbstoffes. 1. Das Oxyh&min wurde 
durch Vermischen des Auszuges mit Natriumacetatlésung aus- 
gefallt. Der Farbstoff wurde entweder rasch ausgefallt, um 
ihn der Kinwirkung von freier Mineralsiiure zu entziehen oder 
erst nach lingerer Zeit, je nach der Konzentration des Farb- 
stoffs, der Siure und der Acetatlésung. Es wurde entweder 
schwarzer, aus Kiigelchen bestehender oder braunschwarzer, 
amorpher Niederschlag erhalten, der nach dem Absitzen und 
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AbgieBen der Mutterlauge filtriert, mit 50°/, Aceton (bzw. Alkohol) 
nachgewaschen, mit Wasser schwefel- bzw. oxalsiurefrei ge- 
waschen, mit 96°/,igem Alkohol entwiissert, mit Ather nach. 
gewaschen und dann im Soxhlet extrahiert wurde. Zur Dar- 
stellung des Oxyhimins erwies sich der Acetonauszug besser 
geeignet als der Alkoholauszug, weil bei diesem die Filtration 
sehr schwierig war und Verianderungen des Farbstoffs leichter 
entstehen kénnen. Zur Darstellung des Oxyhiminanhydrids 
dagegen ist der Alkoholauszug vorzuziehen, da hier der die 
Filter verstopfende Lipoidstoff in heiBem verdiinnten Alkohol 
geliést bleibt, bzw. durch heiBen verdiinnten Alkohol geliést 
werden kann und nicht soviel stért, wihrend bei Verwendung 
von Acetonauszug das Oxyhiminanhydrid wahrscheinlich iiber- 
haupt schwerer gebildet wird. 

2. Zur Darstellung des Chlorhaimins ist der Aceton- 
auszug vorzuziehen, weil bei Verwendung von Alkoholauszug 
sehr leicht das Chlorhaimin verindert wird. Das Chlorhaimin 
wurde durch Vermischen des Auszuges mit Salzsiiure aus- 
gefillt. Um eine Verinderung der urspriinglichen Modifikation 
durch Einwirkung von freier Salzsiure zu verhiiten, wurde 
der Farbstoff rasch ausgefillt, denn in diesem Zustand ist er 
widerstandsfihiger; dann wurde er méglichst bald abfiltriert 
und ausgewaschen. Das rasche Ausscheiden, Abfiltrieren und 
Auswaschen ist namentlich bei dem Alkoholauszug ndtig. 
Der rasch ausgefillte Farbstoff war amorph oder nur kry- 
stallinisch, bestand aber aus der e-Modifikation. Freilich 
konnte auch schén krystallisierter Aceton-, Athanol- und Ather- 
chlorhiimin durch langsamere Ausscheidung erhalten werden, 
aber der in der Mutterlauge gelést gebliebene Teil wurde 
dann infolge der liinger dauernden Kinwirkung freier Salzsiiure 
veriindert erhalten. Das abfiltrierte Chlorhimin wurde mit 
50°/,igem (Aceton bzw. Alkohol) nachgewaschen, mit Wasser 
salzsiiurefrei gewaschen, dann getrocknet und zuletzt mit Ather 
im Soxhlet extrahiert, wobei etwas Farbstoff herausgelést 
wurde. 

Prifung der Priparate. Die erhaltenen Priparate 
wurden gepriift: 1. mit der Himinprobe. Dies geschah 
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durch Kochen einer kleinen Menge des zerriebenen Priaparates 
mit Kisessig und Kochsalz 3—5 Minuten lang. Die Proben 
wurden nach etwa 3 Stunden gemustert: Die @-Modifikation 
gab Teichmannsche Krystalle und gering gefarbte Mutter- 
lauge, wihrend die f-Modifikationen durch die stark gefirbte 
Mutterlauge und symmetrisch zugespitzte bis fast nadelférmige 
zu Bischeln bis Sternen gruppierte Krystalle gekennzeichnet 
waren. Aber so eindeutig war die Probe nur bei Anwesen- 
heit der einen oder der anderen Modifikation. Wenn ein 
Gemisch vorlag, so konnte nach der zunehmenden Farbung 
der Mutterlauge und nach der Anderung der Krystallform (von 
dem symmetrischen Abrunden der Tafelchen an den Enden 
zu dem symmetrischen Zuspitzen beiderseits) die Zunahme 
der #-Modifikation grob abgeschitzt werden. Das Aceton- 
chlorhiamin gab bei dieser Probe direkt kleine Teichmann- 
sche Krystalle bei sehr wenig gefiirbter Mutterlauge, wenn die 
«-Modifikation anwesend war; die grofen und langen Kry- 
stalle zerfielen in die kleineren. 2. Mit der Kalisalzprobe. 
Kine winzige Menge des Priiparates wurde auf ein Objektglas 
gegeben, mit einem Tropfen der methyl- und athylalkoholi- 
schen Kalilauge befeuchtet und mit dem Deckglas zugedeckt. 
Die «-Modifikation gab bald Krystalle in Form eines Stech- 
apfels bis Sternes, das wenig veriinderte Priiparat gab die- 
selben Krystalle, aber erst nach lingerer Zeit und das mehr 
verainderte Priiparat gab nur kugelige bis undeutliche Formen. 
3. Das a-Chlorhimin konnte von dem ?-Chlorhimin auch 
durch die Léslichkeit unterschieden werden. Die «-Modi- 
tikation war sehr langsam, aber doch im Bicarbonat ldslich, 
leicht léslich in Seda, wenig in Eisessig, Chloroform, etwas 
mehr in Aceton. Die §-Modifikation war im Bicarbonat wih- 
rend einiger Stunden unldéslich, erst dann wurde die Fliissig- 
keit sehr langsam gefiirbt, auch in verdiinnter Sodalésung war 
sie Jangsamer lislich. In Eisessig war sie mehr léslich, auch 
in Aceton, noch mehr in Chloroform. Beide Modifikationen 
waren ziemlich léslich in 96°/,igem Alkohol. 

Ergebnisse. Soweit nach den soeben angefiihrten Proben 
die Beurteilung der Priiparate miglich war, bestanden die 
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Oxyhiiminpriparate, welche auf die schonendste Weise (I. B. 2, 
IJ. 1, Ill. 2, IV. B.1) dargestellt waren, aus der «-Modi. 
fikation; ob sie auch eine minimale Menge der §-Modifikation 
enthielten, konnte mit Sicherheit nicht ausgeschlossen werden. 
Die anderen Priiparate dagegen, die nach dem verschieden 
varierten Verfahren dargestellt wurden, enthielten geringe bis 
groéBere Mengen der #-Modifikation, die bei der Darstellung 
entstanden waren. Daf die £-Modifikation in dem Blut urspriing- 
lich nach der Kiisterschen?) Ansicht enthalten ist, wurde durch 
diese Versuche nicht bestatigt; das wire nur méglich, wenn etwas 
gréBere Menge der f-Modifikation bei dem zuerst erwihnten 
schonenden Verfahren angetroffen wiirde, wozu noch weitere 
Versuche mit Blut mehrerer Tiere nitig sind. Aber es scheint 
mehr wahrscheinlich, da8B die @-Modifikation erst bei der Dar- 
stellung entsteht: dafiir sprechen auch die Versuche von 
F. Haurowitz?) und die weiter angefiihrten Umscheidungs- 
versuche, bei denen die e-Modifikation durch ein der Dar- 
stellungsmethode durchaus analoges Verfahren in die #-Modi- 
fikation veriindert wurde. Was die Chlorhiminpriiparate an- 
belangt, so muB gesagt werden, daB hier die Salzsiure noch 
leichter die Veriinderung der «@-Modifikation, namentlich bei 
Verwendung yon Alkohol, verursachen kann. Im_ iibrigen 
gilt tiber diese Praiparate das bei den Oxyhiminpraparaten 
Gesagte. 
Beschreibung der Versuche. 

I. 4'/, Liter defibriniertes Ochsenblut. 

A. 3'/, Liter wurden mit Aceton koaguliert, das Koagulum wurde 
von den Chloriden nicht befreit. 

1. Das 1 Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 1200 cem 
Aceton und 30g Oxalsiiure 4 Stunden ausgezogen. Der PreBkuchen enthielt 
noch Farbstoff als schwarze Punkte. Das Extrakt wurde mit dem 
gleichen Volum 1°/,iger Natriumacetatlésung versetzt und in zwei 
gleiche Portionen geteilt. Die eine Hiilfte wurde in der Kiilte belassen 
und nach 16 Stunden filtriert, die andere wurde eine halbe Stunde im 


Sieden erhalten und hei® filtriert. In beiden Fillen war die Mutter- 
lauge nur gering gefirbt. Ausbeute in beiden Fillen je 1,5 g; die 
') Diese Zs. Bd. 133, S. 150 (1924) u. ff. 
*) Diese Zs. Bd. 173, S. 118 (1928). 
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kleinere Ausbcute ist durch die einzige, lange dauernde Extraktion er- 
klirlich, da ein Teil des Farbstoffs als Chlorhimin bereits in dem Preb- 
kuchen auskrystallisierte. Nach den Proben bestanden beide Priparate 
aus der («)-Modifikation. Da bei der Himinprobe auch spirliche mehr 
abgerundete Tiifelchen beobachtet wurden, konnte eine minimale Menge 
der $-Modifikation nicht ausgeschlossen werden. Nach der Analyse be- 
stand das erste, in der Kalte dargestellte Priparat aus dem Oxyhiimin, 
wihrend das zweite Priiparat einem Gemisch mit Oxyhiminanhydrid 
entsprach. 

Priparat 1. 0,1422 g Substanz (100°) gaben: 0,3338 g CO,, 0,0614 g 
H,O und 0,0182 g Asche, die ein wenig CaO enthielt. 

Priiparat 2. 0,1488 g Subst. (100°) gaben: 0,3548 g CO,, 0,0675 ¢ 
H,0 und 0,0190 g Asche, die minimale Menge CaO enthielt. 


Fir C,,H,,0,N,Fe: Ber. 64,45°/, C §,35°/, H 8,81°/, Fe 


Priiparat 1: Gef. 64,04 4,83 8,95 
~ * 65,05 5,07 8,93 


2. Das */, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 600 cem 
Aceton und 20 cem 50 Vol.-°/,iger Schwefelsiure 2 Stunden ausgezogen. 
In dem PreBkuchen blieb noch Farbstoff als schwarze Punkte. Der Aus- 
zug wurde mit dem gleichen Volum 1°/,iger Natriumacetatlésung ver- 
setzt, wodurch der Farbstoff ziemlich rasch ausgefallt wurde. Der kry- 
stallinische Niederschlag wurde nach 16 Stunden von der wenig ge- 
firbten Mutterlauge getrennt. Ausbeute etwa 0,8; diese niedrige Aus- 
beute war durch die einzige, aber zu lange dauernde Extraktion, wiih- 
rend welcher ein Teil des Farbstoffes in dem Blutkoagulum als Chlor- 
himin auskrystallisierte, verschuldet. Nach den Proben bestand dieses 
Oxyhiimin aus der («)-Modifikation, vielleicht mit einer minimalen Menge 
der §-Modifikation. 

3. Das 1 Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 1200 cem 
Aceton und 24 eem 50 Vol.-°/,iger Schwefelsiure 5 Stunden extrahiert. 
Es wurde nur ein schwacher Auszug erhalten, da der gréBte Teil des 
Farbstoffs wiihrend der Extraktion als Acetonhimin in Form von groBen, 
langen, rhomboedrischen ‘Tiifelchen auskrystallisierte. Aus diesem 
schwachen Auszug wurde das Oxyhiimin durch Vermischen mit dem 
gleichen Volum 1,5°/,iger Natriumacetatlésung ziemlich rasch ausgefillt. 
Ausbeute nur etwa 0,5 g. Das Priiparat bestand nach den Proben aus 
der «-Modifikation. Der mit groSen Krystallen des Acetonhiimins durch- 
setzte PreBkuchen wurde gleich mit 1 Liter Methanol i Stunde ausgezogen. 
Der Pre8kuchen enthielt dann noch etwas Farbstoff. Der nun erhaltene 
Starke Auszug wurde mit dem gleichen Volum 1°/,iger Natriumacetat- 
lésung versetzt, wodureh der Farbstoff rasch ausgefillt wurde, so dab 
die Mutterlauge nur gering gefiirbt blieb. Ausbeute etwa 3 g (a)-Oxy- 
himin, vielleicht mit minimaler Menge der $-Modifikation. 
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0,1424 g Subst. (100°) gaben: 0,3380 g CO,, 0,670 g H,O und 0,178 g 
Asche, in der ein wenig CaO enthalten war. 

Gef. 64,75°/, C 5,26°/, H 8,74°/, Fe. 

4. Das 1 Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 1 Liter 
Aceton und 40 ccm 50 Vol.-°/, iger Schwefelsiiure behandelt. Der Farbstoff 
ging rasch in Lésung. Von der Mischung wurde ein wenig mikrosko- 
pisch geprift: keine Krystalle; erst nach einer Weile erscheinen diese. 
Eine nach '/, Stunde herausgenommene Probe zeigte schon mehrere 
Krystalle. Der jetzt schon sehr starke Auszug wurde gleich von dem 
Ungelésten getrennt, wobei freilich auch Acetonhimin zum Teil in dem 
PreBkuchen auskrystallisierte. a) Der PreBkuchen wurde sofort mit 
1/, Liter Methanol und 5 cem verdiinnte Schwefelsiure 1 Stunde aus- 
gezogen. Der ziemlich stark gefiirbte Auszug wurde mit dem gleichen 
Volum 2°/,iger Natriumacetatlésung gefillt. Ausbeute etwa 1g o-Oxy- 
hiimin, vielleicht mit geringer Menge der §-Modifikation. b) Der stark 
gefiirbte Auszug wurde ohne Zusatz 24 Stunden stehen gelassen. Dann 
wurde die noch stark gefiirbte Mutterlauge abgegossen, der aus gleich- 
miBigen, langen rhomboedrischen Tiifelechen bestehende Krystallbrei 
filtriert. Ausbeute etwa 1,2 g a-Acetonchlorhimin. 


0,1500 g Subst. (100°) gaben 0,0304 g AgCl und 0,0182 ¢ Fe,0, 
(Carius). 


Fiir C,,H,,0,N,FeCl Ber. 5,43°/, Cl 8,59°/, Fe 
Gef. 5,01 8,40 


Die Mutterlauge wurde mit dem gleichen Volum 2°/,iger Natrium- 
acetatlésung gefillt und der Niederschlag wurde nach 24 Stunden ab- 
filtriert. Ausbeute etwa 1,5 g Farbstoff, der aber nach den Proben 
schon etwas mehr p-Modifikation enthielt; der geléste Farbstoff war 
durch die zu lange dauernde Einwirkung von freier Mineralsiiure ver- 
‘indert worden. 

B. *, Liter Blut wurden mit Aceton koaguliert, das Koagulum 
wurde von den Chloriden befreit. 

1. Das '/, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde zweimal mit 
je 500 cem Aceton und 10 cem 50 Vol.-°/,iger Schwefelsiiure, insgesamt 
4 Stunden, ausgezogen. Die vereinigten Ausziige wurden § geteilt. 
a) Die eine Halfte wurde mit dem gleichen Volum 2°/,iger Natriumacetat- 
lisung gefillt, der schwarze, mikroskopisch aus schwarzroten Kiigelchen 
zusammengesetzte Niederschlag wurde nach 16 Stunden von der wenig 
gefiirbten Mutterlauge getrennt. Ausbeute mehr als 1g o-Oxyhiimin. 
b) Die andere Hilfte wurde mit Salzsiiure vermischt (auf je 100 cem der 
Farbstofflésung 2 cem 5°/,ige Salzsiiure mit 2 eem Aceton), wodureh ein 
Teil des Farbstoffes ziemlich langsam auskrystallisierte. Nach 24 Stunden 
wurde die noch ziemlich stark gefiirbte Mutterlauge abgegossen und die 
groBen Krystalle in Form von langen, rhomboedrischen Tiifelchen ab- 
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filtriert. Ausbeute etwa 0,8 g e«-Chlorhimin. Aus der Mutterlauge 
konnten noch 0,2 g Farbstoff durch Versetzen mit dem gleichen Volum 
2°/,iger Natriumacetatlésung ausgefallt werden. Aber dieser Farbstoff war 
nach den Proben schon durch die zu lange dauernde Einwirkung freier 
Salzsiiure zum Teil veriindert worden. 

2. Das 3/, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 300 ccm 
Aceton und 9 g Oxalsiiure 2 Stunden extrahiert. Der PreBkuchen wurde 
noch einer zweiten Extraktion mit der Hilfte der zuerst angewendeten 
Menge 2 Stunden ausgezogen. Die vereinigten Ausziige wurden mit 
dem gleichen Volum 2°/,iger Natriumacetatlésung vermischt, wodurch 
der Farbstoff rasch ausgefillt wurde. Nach 3 Stunden wurde die ge- 
ring gefirbte Mutterlauge abgegossen. Ausbeute etwa 1 g o-Oxyhimin. 

II. 2%/, Liter defibrin. Pferdeblut wurden mit Aceton koaguliert, 
das Koagulum wurde von den Chloriden befreit. 

1. Aus dem ?/, Liter Blut entsprechendem Koagulum wurde auf 
die sub. I. B, 2. beschriebene Weise etwas mehr als 1 g a-Oxyhimin 
dargestellt. 

2. Das einem Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 
1200 cem Aceton und 40 cem 50°/,iger Schwefelsiure 5 Stunden aus- 
gezogen. Dann wurde noch eine zweite Extraktion mit der Hilfte des 
Aceton-Siiuregemisches 2 Stunden gemacht. Die vereinigten Ausziige 
wurden mit dem gleichen Volum 2°/, iger Natriumacetatlésung rasch 
ausgefillt. Ausbeute etwa 5g «a-Oxyhiimin, das vielleicht auch eine 
minimale Menge der 6-Modifikation enthielt. 

0,1878 g Substanz (100°) gaben 0,3238 g CO,, 0,656 g H,O, 0,173 g 
Asche. 

Fiir C,,H,,0;N,Fe Ber. 64,45°/, C 5,35°/, H 8,81°/, Fe 
Gef. 64,10 5,32 8,78 

38. Das 1/, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde auf dieselbe 
Weise extrahiert. Die vereinigten Ausziige wurden mit 5° ,iger Salzsiiure 
(2cem der Siure mit 2 cem Aceton auf je 100 cem des Extraktes) ver- 
setzt. Die aus langen rhomboedrischen Tifelchen bestehenden Krystalle 
wurden nach 16 Stunden von der Mutterlauge getrennt. Ausbeute etwa 
1,5 g a-Chlorhiimin. Die Mutterlauge wurde mit dem gleichen Volum 
2.5°/) iger Salzsiiure versetzt, wodurch noch etwa 0,2 g Farbstoff, der 
aber schon ziemlich viel 5-Modifikation enthielt, erhalten wurden. 

4. Das '/, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 600 eem 
Aceton und 18 ¢g Oxalsiiure 2'/, Stunden extrahiert. Es wurde dann 
noch eine II. und eine III. Extraktion mit je 300 eem Aceton und 9 g Oxal- 
siure je 1'/, Stunden gemacht. Jedes Extrakt wurde separat mit dem 
gleichen Volum 5°/,iger Salzsiiure versetzt, wodurch der Farbstoff rasch 
ausfiel. Nach 3 Stunden wurde die gering gefirbte Mutterlauge abge- 
gossen, der amorphe und undeutlich krystallinische Niederschlag wurde 
abfiltriert und gewaschen. Ausbeute aus dem I. Extrakt etwa 1,8 g, 
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aus dem II. etwa 0,2 g¢ und aus dem III. etwa 0,1 g. Alle drei Priparate 
bestanden aus der a-Modifikation, weil hier der Farbstoff rasch aus- 
gefillt, bald von der Mutterlauge getrennt und bald von der freien 
Salzsiure ausgewaschen wurde. Das aus dem I. Extrakt erhaltene 
Priiparat wurde auf sein Chlorgehalt gepriift: 0,1402 g Substanz (100°) 
gaben (bei Carius) 0,0296 g AgCl und 0,0180 g Fe,0,, was 5,22°/) Cl und 
8,98°/, Fe entspricht. 

5. Das 3/, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde in der 
sub. II. 2. angefiihrten Weise I. mit 300 cem Aceton und 15 cem 50°/, iger 
Schwefelsiure, II. mit der Hilfte des zuerst verwendeten Acetonsiure- 
gemisches extrahiert. Der Auszug blieb aber 48 Stunden stehen, dann 
wurde er erst mit dem gleichen Volum 3°/,iger Natriumacetatlésung 
ausgefallt, Ausbeute etwa 1,2 g. Das Praparat war aber nach deux. 
Proben durch lange dauernde Kinwirkung von freier Schwefelsiiure schon 
veriindert worden und enthielt gréBere Menge von der f-Modifikation. 


III. 1'/, Liter defibrin. Pferdeblut (anderes Tier) wurden mit Aceton 
koaguliert, das Koagulum wurde von den Chloriden befreit. 


1. Das einem Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 
1200cem Aceton und 60cem 50°, iger Schwefelsiure 31/, Stunden extrahiert. 
Dann wurde noch eine zweite Extraktion mit der Hilfte des Aceton-Siure- 
gemisches 2 Stunden gemacht. Jedes Extrakt wurde separat verarbeitet. 

a) Die °/, des I. Auszuges wurden mit dem gleichen Volum 2°/, iger 
Natriumacetatlésung ziemlich rasch ausgefallt. Die Mutterlauge blieb 
wenig gefirbt. Ausbeute aus dem I. Extrakt etwa 3,5 g a-Oxyhiimin. 
Die ‘/, des zweiten Extraktes, mit dem gleichen Volum 2°/, iger Natrium- 
acetatlésung versetzt, zeigten nur eine geringe Triibung. Nach 16 Stunden 
wurde noch ein zweites Volum 2°/, iger Natriumacetatlésung zugegeben, 
wodurech erst der Farbstoff ausgefillt wurde. Ausbeute etwa 0,2 ¢ 
Oxyhiimin, das aber auch ziemlich viel der §-Modifikation enthielt; diese 
entstand wihrend der Zeit, als der Farbstoff nicht ausgefallt wurde. 
Dasselbe wurde auch bei dem III. Extrakt beobachtet, aus dem etwa 
0,1 g hauptsichlich als 6-Modifikation erhalten wurde. 

b) Die 1, der Extrakte wurde mit 5°/, iger Salzsiure versetzt 
(2 cem der Siiure mit 2 ecm Aceton auf je 100 cem Extrakt), Aus dem 
I. Extrakt fielen langsam Krystalle in Form von langen, rhomboédrischeu 
Tiifelehen aus und wurden nach 16 Stunden von der Mutterlauge getrennt. 
Ausbeute 0,7 g a-Chlorhiimin. 

0,1461 g Substanz (100°) gaben 0,0302 g AgCl und 0,0184 g Fe,0, 
(Carius). 

0,1018 g Substanz gaben 0,2352 g CO,, 0,0472 g H,O und 0,0130 g 
Asche. 

Fiir C,,H,,.0,;N,FeCl Ber. 62,62°/,C 4,91°/,H 8,56°/, Fe 5,43°/, Cl 
Gef. 63,03 5,18 8,80 5,11 


a 





Darstellung der unverinderten Modifikation des Oxyhiimins usw. 183 


Aus der Mutterlauge wurden durch Natriumacetatldsung 0,4 g als 
u- und $-Modifikation erhalten. Aus dem II. Extrakt fiel auf Zusatz 
von Salzsiiure kein Farbstoff aus. Nach Zusatz von Natriumacetatlisung 
wurden etwa 0,05 g hauptsichlich als §-Modifikation erhalten. 


2. Das '/, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde auf die bei 
I. B. 2. beschriebene Weise behandelt. Ausbeute etwa 1 g a-Oxyhiimin. 

IV. 2'/, Liter defibrin. Blut eines dritten Pferdes. A. 11/, Liter 
wurden mit Alkohol koaguliert, das Koagulum wurde von den Chloriden 
nicht befreit. 


1. Das */, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 400 cem 
96° ,igem Alkohol und 12 g Oxalsiiure ‘eine Stunde extrahiert, nach dem 
Kolieren mit Alkohol mehrmals unter Umrihren nachgewaschen und 
zuletzt abgepreBt. Der PreBkuchen war fast entfirbt. Der Auszug wurde 
mit dem gleichen Volum 5°/, iger Salzsiiure vermischt, wodurch der Farb- 
stoff rasch ausfiel. Erst nach 16 Stunden wurde der fast amorphe 
Niederschlag von der gering gefirbten Mutterlauge getrennt, und auf 
dem Filter mit heiBem 50°/, igen Alkohol gewaschen und erst nach 
weiteren 24 Stunden mit Wasser von der Salzsiiure befreit. Ausbeute 
etwa 1g Chlorhimin, das aber hauptsiichlich aus der #-Modifikation 
bestand. Diese Veriinderung entstand wihrend der langen Zeit, als der 
Farbstoff der Einwirkung von freier Salzsiiure ausgesetzt war. 

2. Derselbe Versuch wie in 1. nur wurde der Niecerschlag schon 
nach 3 Stunden abfiltriert, rasch mit etwas kaltem 50°/, igem Alkohol 
nachgewaschen und gleich mit Wasser gewaschen. Das Priiparat (etwa 
| g) bestand aus der «-Modifikation, die nur geringe Menge der (-Modi- 
fikation enthielt. 

3. Derselbe Versuch wie in 1., aber das Extrakt wurde auf je 
100 cem nur mit 2 cem 5°/, iger Salzsiiure, die vorher mit 2 cem Alkohol 
vermischt waren, versetzt. Schon nach 3 Stunden wurde der aus kleinen 
Krystallen bestehende Niederschlag von der noch ziemlich gefirbten 
Mutterlauge getrennt und wie bei 2. beschrieben weiter behandelt. 
Ausbeute etwa 0,8 g a-Modifikation. 


0,1733 g Substanz (100°) gaben 0,3991 g CQ,, 0,0821 g H,O und 
0,0224 g Asche. 
0,2076 g Subst.: 0,0438 g AgCl und 0,0259 g Fe,O, (Carius). 
Fiir C,,H,,0,N,FeCl 
Ber. 62,63°/, C 4,919), H 8,56), Fe 5,449), Cl 
Gef. 62,82 5,29 8,72 5,21 


Aus der Mutterlauge fiel in 24 Stunden kein Farbstoff mehr aus, 
erst nach Zusatz von dem gleichen Volum 5°/,iger Salzsiure wurden etwa 
0,2 ¢ hauptsiichlich als 9-Modifikation erhalten. 

4. Derselbe Versuch wie in 3., aber der Auszug wurde mit dem 
gleichen Volum 96°/,igem Alkohol verdiinnt und erst dann mit der Salz- 











18? A. Hamsik, 


aus dem II. etwa 0,2 ¢ und aus dem III. etwa 0,1 g. Alle drei Priiparate 
bestanden aus der a-Modifikation, weil hier der Farbstoff rasch aus- 
gefillt, bald von der Mutterlauge getrennt und bald von der freien | 
Salzsiure ausgewaschen wurde. Das aus dem I. Extrakt erhaltene 
Priiparat wurde auf sein Chlorgehalt gepriift: 0,1402 g Substanz (100°) 
gaben (bei Carius) 0,0296 g AgCl und 0,0180 g Fe,O,, was 5,22°/) Cl und 
8,98°/, Fe entspricht. 

5. Das '/, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde in der 
sub. II. 2. angefiihrten Weise I. mit 300 cem Aceton und 15 eem 50°/, iger 
Schwefelsiiure, II. mit der Hilfte des zuerst verwendeten Acetonsiure- 
gemisches extrahiert. Der Auszug blieb aber 48 Stunden stehen, dann 
wurde er erst mit dem gleichen Volum 3°/,iger Natriumacetatlésung 
ausgefillt. Ausbeute etwa 1,2g. Das Priparat war aber nach deu 
Proben durch lange dauernde Kinwirkung von freier Schwefelsiure schon 
veriindert worden und entbielt gré8ere Menge von der #-Modifikation. 


III. 1'/, Liter defibrin. Pferdeblut (anderes Tier) wurden mit Aceton 
koaguliert, das Koagulum wurde von den Chloriden befreit. 


1. Das einem Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 
1200cem Aceton und 60ceem 50°), iger Schwefelsiure 31/, Stunden extrahiert. 
Dann wurde noch eine zweite Extraktion mit der Hilfte des Aceton—Sidure- 
gemisches 2 Stunden gemacht. Jedes Extrakt wurde separat verarbeitet. 


a) Die */, des I. Auszuges wurden mit dem gleichen Volum 2°), iger 
Natriumacetatlésung ziemlich rasch ausgefallt. Die Mutterlauge blieb 
wenig gefiirbt. Ausbeute aus dem I. Extrakt etwa 3,5 g «-Oxyhimin. 
Die ‘/, des zweiten Extraktes, mit dem gleichen Volum 2°/, iger Natrium- 
acetatlésung versetzt, zeigten nur eine geringe Triibung. Nach 16 Stunden 
wurde noch ein zweites Volum 2°/, iger Natriumacetatlésung zugegeben, 
wodureh erst der Farbstoff ausgefallt wurde. Ausbeute etwa 0,2 ¢ 
Oxyhiimin, das aber auch ziemlich viel der 5-Modifikation enthielt; diese 
entstand wiihrend der Zeit, als der Farbstoff nicht ausgefallt wurde. 
Dasselbe wurde auch bei dem III. Extrakt beobachtet, aus dem etwa 
0,1 g hauptsiichlich als 6-Modifikation erhalten wurde. 

b) Die 4, der Extrakte wurde mit 5°/, iger Salzsiiure versetzt 
(2 cem der Siure mit 2 ecm Aceton auf je 100 cem Extrakt), Aus dem 
I. Extrakt fielen langsam Krystalle in Form von langen, rhomboédrischen 
Tiifelehen aus und wurden nach 16 Stunden von der Mutterlauge getrennt. 
Ausbeute 0,7 g a-Chlorhiimin. 


0,1461 g Substanz (100°) gaben 0,0302 g AgCl und 0,0184 g Fe,O, 


(Carius). 

0,1018 g Substanz gaben 0,2352 g CO,, 0,0472 g H,O und 0,0130 g 
Asche. 
Fir C,,H,,0,N,FeCl Ber. 62,62°/,C 4,91°/,H 8,56°/, Fe 5,43°/, Cl 


Gef. 63,03 5,18 8,80 5,11 
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Aus der Mutterlauge wurden durch Natriumacetatldsung 0,4 g als 
a- und @-Modifikation erhalten. Aus dem II. Extrakt fiel auf Zusatz 
von Salzsiiure kein Farbstoff aus. Nach Zusatz von Natriumacetatlésung 
wurden etwa 0,05 g hauptsiachlich als §-Modifikation erhalten. 


2. Das 1/, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde auf die bei 
I. B. 2. beschriebene Weise behandelt. Ausbeute etwa 1 g a-Oxyhiimin. 


IV. 2'/, Liter defibrin. Blut eines dritten Pferdes. A. 11/, Liter 
wurden mit Alkohol koaguliert, das Koagulum wurde von den Chloriden 
nicht befreit. 


1. Das */, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 400 ecm 
96°/,igem Alkohol und 12 g Oxalsiiure eine Stunde extrahiert, nach dem 
Kolieren mit Alkohol mehrmals unter Umriihren nachgewaschen und 
zuletzt abgepreBt. Der PreBkuchen war fast entfiirbt. Der Auszug wurde 
mit dem gleichen Volum 5°/, iger Salzsiiure vermischt, wodurch der Farb- 
stoff rasch ausfiel. LErst nach 16 Stunden wurde der fast amorphe 
Niederschlag von der gering gefirbten Mutterlauge getrennt, und aut 
dem Filter mit heiBem 50°/, igen Alkohol gewaschen und erst nach 
weiteren 24 Stunden mit Wasser von der Salzsiiure befreit. Ausbeute 
etwa 1g Chlorhimin, das aber hauptsiichlich aus der §-Modifikation 
bestand. Diese Veriinderung entstand wiihrend der langen Zeit, als der 
Farbstoff der Einwirkung von freier Salzsiiure ausgesetzt war. 

2. Derselbe Versuch wie in 1. nur wurde der Niederschlag schon 
nach 3 Stunden abfiltriert, rasch mit etwas kaltem 50°/, igem Alkohol 
nachgewaschen und gleich mit Wasser gewaschen. Das Priparat (etwa 
1 g) bestand aus der «-Modifikation, die nur geringe Menge der (-Modi- 
fikation enthielt. 

3. Derselbe Versuch wie in 1., aber das Extrakt wurde auf je 
100 cem nur mit 2 cem 5°/, iger Salzsiure, die vorher mit 2 ccm Alkohol 
vermischt waren, versetzt. Schon nach 3 Stunden wurde der aus kleinen 
Krystallen bestehende Niederschlag von der noch ziemlich gefirbten 
Mutterlauge getrennt und wie bei 2. beschrieben weiter behandelt. 
Ausbeute etwa 0,8 g a-Modifikation. 

0,1733 g Substanz (100°) gaben 0,3991 g CO,, 0,0821 g H,O und 
0,0224 g Asche. 

0,2076 g Subst.: 0,0488 g AgCl und 0,0259 g Fe,O, (Carius). 

Fiir C,,H,,0,N,FeCl 
Ber. 62,63°/, C 4,91°/, H 8,56°/, Fe 5,44), Cl 
Gef. 62,82 5,29 8,72 5,21 


Aus der Mutterlauge fiel in 24 Stunden kein Farbstoff mehr aus, 
erst nach Zusatz von dem gleichen Volum 5°/,iger Salzsiiure wurden etwa 
0,2 ¢ hauptsichlich als ¢-Modifikation erhalten. 

4. Derselbe Versuch wie in 8., aber der Auszug wurde mit dem 
gleichen Volum 96°/,igem Alkohol verdiinnt und erst dann mit der Salz- 
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siiure vermischt. Es fielen allmihlich gréBere Krystalle in Form von 
sechsseitigen verliingerten Tiifelchen aus, die nach 3 Stunden von der 
Mutterlauge getrennt wurden. 


5. Das '/, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde auf dieselbe 
Weise extrahiert, aber das Extrakt wurde mit dem gleichen Volum 2°/,iger 
Natriumacetatlésung vermischt; der Niederschlag wurde nach 2 Stunden, 
nach AbgieBen der gering gefirbten Fliissigkeit filtriert. Ausbeute etwa 
1,2 ga-Oxyhimin, das vielleicht minimale Menge der $-Modifikation enthielt. 

B. 1 Liter Blut wurde mit Aceton koaguliert, das Koagulum wurde 
von den Chloriden befreit. 

1. Aus dem !/, Liter Blut entsprechenden Koagulum wurde auf 
die in I. B. 2. beschriebene Weise etwa 1 g a-Oxyhimin erhalten. 


2. Das 1/, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde mit 300 cem 
Aceton und 15 cem 50°/,iger Schwefelsiiure 3 Stunden, alsdann noch 
2 Stunden mit der Hiilfte des zuerst angewendeten Aceton-Siiuregemisches 
ausgezogen. Der Auszug wurde mit dem gleichen Volum 2°/,iger Natrium- 
acetatlésung ausgefillt. Der Niederschlag wurde von der gering ge- 
fiirbten Mutterlauge erst nach 24 Stunden getrennt. Ausbeute etwa 
1,2 g a-Oxyhimin, das minimale Menge der §-Modifikation enthielt. 


9 


3. Das 1/, Liter Blut entsprechende Koagulum wurde I. mit 600 ccm 
Aceton und 18 g Oxalsiiure, II. mit der Halfte des Aceton-Siiuregemisches, 
III. mit derselben Menge, IV. mit 300 ccm Methanol je 1 Stunde aus- 
gezogen. Jedes Extrakt wurde separat verarbeitet. Die eine Hilfte 
eines jeden Auszuges wurde auf das Oxyhiimin, durch Versetzen mit dem 
cleichen Volum 2°/siger Natriumacetatlésung, die andere auf das Chlor- 
hiimin, verarbeitet, indem diesmal allmihlich, binnen etwa '/, Stunde das 
gleiche Volum 5°/,iger Salzsiiure zugefiigt wurde, so daB das Chlorhimin 
krystallinisch ausfiel; diese Ausfillungsweise scheint fiir das Chlorhimin, 
was die Ausbeute betrifft, die beste. Die gering gefiirbte Mutterlauge 
wurde nach 3 Stunden abgegossen. Aus dem I, II. und III. Extrakt 
wurde die «-Modifikation des Oxyhiimins, bzw. des Chlorhiimins gewounen. 
Das LV. Extrakt wurde nur auf das Oxyhiimin verarbeitet; dieses Priiparat 
enthielt auch geringe Menge der 6-Modifikation. 

V. 1 Liter defibrin. Ochsenblut wurde mit 3 Liter Wasser, 40 g 
Natriumacetat und 3 cem Eisessig versetzt und durch Kochen koaguliert. 
Das abgepreBte und zerriebene Koagulum wurde mit 96°/,igem Alkohol 
durehgeriihrt, wieder abgepreBt und zerrieben, alsdann mit 1 Liter 96°/,ig. 
Alkohol und 380 g Oxalsiiure durchgeriihrt und stehen gelassen. Der 
Farbstoff ging anfangs rasch in Lésung, aber am niichsten Tag war 
er zum gréBten Teil an den Winden des GlasgefiBes und in dem un- 
gelésten Blutkoagulum als Chlorhiimin ausgeschieden gefunden. Der 
jetzt getrennte Auszug war sehr schwach gefirbt, und gab mit Natrium- 
acetat gefiillt, nur etwa 0,5 g Oxyhiimin. 
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VI. 1 Liter defibrin. Ochsenblut wurde mit Alkohol koaguliert, das 
von den Chloriden nicht befreite verriebene und an der Luft getrocknete 
Koagulum wurde portionsweise mit Ather, der 3°/, Oxalsiure enthielt, 
vielmals, aber je nur '/,—1 Stunde, ausgezogen. Aus dem Auszug fielen 
ohne jeden Zusatz sechsseitige Tafelchen aus, die nach etwa 12 Stunden 
abfiltriert wurden. Ausbeute etwa 1 g. 


0,1222 mg Substanz (100°) gaben 0,0232 g AgCl (Carius), daraus 
4,67°/, Cl. 

Die Mutterlauge wurde auf etwa ‘/,, des urspriinglichen Volums 
abdestilliert. Die zweite Krystallisation ergab etwa 1,5g. Diese Kry- 
stalle waren nach den Enden abgerundete Tiifelchen oder fabformig; 
das Priparat bestand zum Teil aus der §-Modifikation. Wenn das Blut- 
koagulum mit oxalsiiurehaltigem Ather stehen blieb, krystallisierte das 
Chlorhiimin an den Winden und in dem Koagulum aus. Die Extraktion 
mit Ather ist wenig vorteilhaft. 


Umscheidungsversuche. 


Das Oxyhimin war, besonders im feuchten Zustand, ziemlich léslich 
in Aceton, Athanol und Methanol, wenn diese Lisungsmittel mit ver- 
diinnter Schwefelsiure angesiiuert waren; bei Verwendung von Oxalsiure 
anstatt Schwefelsiiture war das Oxyhiimin, besonders wenn es trocken war, 
weniger léslich. Es wurde nun versucht, das Rohoxyhiimin durch Lésen 
in mit verdiinnter Schwefelsiiure angesiiuertem Aceton und Methanol und 
Ausfiillen des Filtrates mit Natriumacetatlésung zu reinigen. Aber bei 
diesen Versuchen wurde die a«-Modifikation umgewandelt, was bei dem 
Oxyhiimimanhydrid schon friiher') beobachtet wurde. Bei der Extrak- 
tion des Blutkoagulums mit Aceton- oder Methanol-Schwefelsiiuregemisch 
war diese Veriinderung der a-Modifikation nur gering (vgl. z. B. die Pri- 
parate I. A. 2, 3, 4 und andere), auch wenn der mit Acetonhiminkrystallen 
durchsetzte PreBkuchen extrahiert wurde; hier war der Farbstoff ent- 
weder durch die anderen Bestandteile gegen die Einwirkung der Siure 
geschiitzt oder befand sich in einer widerstandsfihigeren Form. Diese 
Umscheidungsversuche haben die Ansicht verstiirkt, daB auch bei dem 
schonendsten Darstellungsverfahren minimale Menge der 9-Modifikation 
entstehen kann. 


0,5 g Priiparat I. A. 2 wurden gepulvert und in 200 cem Aceton 
und 2 ccm 50°/,iger Schwefelsiure gelést. Das Filtrat wurde mit dem 
gleichen Volum 1,5°/,iger Natriumacetatlésung gefillt. Der Farbstoff fiel 
bald aus, die Mutterlauge blieb wenig gefiirbt. Ausbeute etwa 0,4 g. 
Das Priiparat bestand aber nicht aus der a-Modifikation, denn es gab 


!) Spisy lék. fak. v Brné, I, 5 (1922), Bd. I. S. 5. 
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bei der Kalisalzprobe nur Kiigelchen und bei der Himinprobe Kugeln 
mit radiirer Struktur bei stark gefirbter Mutterlauge. 

0,5 g Priparat I. A. 3 wurden in 125 eem Methanol und 1 cem ver- 
diinnter Schwefelsiure gelést und weiter wie das erste Priparat behandelt. 
Ausbeute etwa 0,4 g. Das Priiparat war auch veriindert, denn es gab 
dieselben Proben wie das erste Priiparat. 

0,1248 g Substanz (100°) gaben 0,2970 g C O,,0,0562 g H,O, 0,0159 g 
Asche. 

Gef. 64,92°/, C 5,03°/, H 8,919), Fe. 


Zur Reinigung des «-Rohoxyhimins bliebe nur der schon friiher') 
beschriebene Weg iiber Kalisalze, wobei die Einwirkung der alkoholischen 
Lauge moéglichst einzuschrinken ist. 


1) Diese Zs. Bd. 148, S. 99 (1925). 














Zur Kenntnis der Gallensdiuren. 
XX. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck und Henry Kirchhof. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1928.) 


Uber stickstoffhaltige Derivate der Biliansaure. 


In der letzten Mitteilung’) haben wir iiber die Bereitung 
einer blau gefairbten Nitrosoverbindung berichtet, die aus Bilian- 
siiure-diisoxim (II) unter der Kinwirkung von Salpetersiure bei 
gewohnlicher Temperatur gebildet wird und der Formel 
C,,H,,N,O, entspricht. Man kann fir den blauen Kérper das 
Strukturbild I annehmen, das von dem friither gegebenen, auch 
médglichen nur wenig abweicht: 


NO 
| 
C CO——NH 
iy ig | 
H.C // CH CH, 111 sana | 
|/ | 1o,.H,.-COoH | C,,H,,* COOH 
Cc 6OCH CH cH 
ee Pn 
I COOH C———CH, It COOH C———CH, 
NH 11 NH 
COOH CH CO COOH CH CO 
Re ad it 
CH, CH, CH, CH, 
Blaue Verbindung, C,,H,,N,O, Biliansiure-diisoxim, C,,H,,N,O,. 


Wie bereits erwihnt, wird durch iiberschiissige Lauge 
die Nitrosoverbindung entfirbt und aus der farblosen oder 





1) Diese Zs. Bd. 175, S. 135 (1928). 
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schwach gelb gefirbten Lésung liBt sich durch Salzsiure ein 
weiter krystallinischer Koérper ausfillen. Wir haben diesen | 
Stoff jetzt niher untersucht und festgestellt, daB er die Zu- 
sammensetzung: C,,H,.NO, besitzt und sich dreibasisch titrieren 
laBt. Bei seiner Bildung sind also die drei Carboxylgruppen 
und jedenfalls auch die Lactamgruppierung des Nitrosok6rpers 
unveriindert geblieben und es hat lediglich ein Ersatz der 
Nitrosogruppe durch Hydroxyl stattgefunden. Man kénnte 
somit der weiBen Verbindung die Strukturformel III zuerteilen, 
richtiger ist es aber, ihr das Symbol IV zu geben, wie sich 
aus den nachstehenden Ausfiihrungen sogleich ergeben wird. 
Ubrigens existiert der weiBe Kérper in zwei isomeren Formen, 
die durch Schmelzpunkt, Krystallform und Léslichkeitsverhalt- 
nisse deutlich voneinander unterschieden sind und sich wechsel- 
seitig ineinander umlagern kénnen. Welcher Art die Isomerie 
der beiden Substanzen ist, haben wir noch nicht festgestellt. 
Man kénnte daran denken, daB der einen Form das Struktur- 
bild IfJ, der anderen IV zukommt. Auf alle Fille ist die 
letztere Formel der einer der beiden Substanzen zuzuerteilen. 











OH 
| 
C CO 
er. Fa 
H,G OH GH, CH 
| | '0,.H,,-COOH | | | c,.H,.-COOH 
GC 6CHI CH OA 
Il CooH & CH, Iv COOH 6 CH, 
| | | | | 
NH | NH 
| | | | 
COOH CH CO COOH CH CO 
CH, CH, GH, CH, 
WeiBe Verbindung, C,,H,,NO, WeiBe Verbindung, C,,H,,NO,. 


Wie H. Kirchhof fand, liBt sich unter den gleichen Be- 
dingungen wie aus dem Diisoxim (II) auch aus dessen Vor- 
stufe, dem Biliansiiure-dioxim (V) eine blau gefarbte Nitroso- 
verbindung erhalten. Dieser blaue Kérper hat die Zusammen- 
setzung C,,H,,NO, und bildet sich im Gegensatz zur Sub- 
stanz I unter lebhafter Gasentwicklung. Man kann annehmen, 
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da8 durch die Salpetersiure die Oximgruppe des Ringes II, 
die auch in anderen Fallen als weniger haftfest sich erweist, 
abgespalten, durch Sauerstoff substituiert und unter Gasent- 
wicklung zersetzt wird, wihrend der Ketoximring III diejenige 
Umwandlung erfahrt, die zur Bildung der Nitrosogruppierung 
fiihrt. Die blaue Verbindung C,,H,,NO, verhalt sich dem 
Koérper I ganz analog und man darf daher fiir sie die Struktur- 
formel VI aufstellen. Durch iiberschiissige Lauge entsteht 
auch hier eine farblose Substanz, die die Zusammensetzung 











NO 
C: NOH C 
Pe i 
CH, CH H,C CH 
| IIL | | c,.H.,-c00H | / | | thy: COOH 
CH CH C Ci 
in od Py 
VY COOH C———CH, VI COOH C———CH, 
II | 
COOH CH C: NOH COOH CH CO 
i cil 
CH, CH, CGH, GH, 
Biliansiure-dioxim, Blaue Verbindung, 
C.,H3,N.0,. C,,H3,NO,. 
OH 
C CO 
pie i Y a 
H,C CH CH, CH | 
| | Crete * COOH | | C,H, : COOH 
cs CH CH gas 
Pi Pin 
VII COOH C———CH, VIII COOH C———-CH, 
| | 
COOH CH CO COOH CH CO 
a ite al ie alia 
CH, CH, CH, CH, 
WeiBe Verbindung, C,,H,,0,. Biliansaure, C,,H,,0,. 


C,,H,,0, besitzt und mit Bilianséure identisch ist. Ks 
ist anzunehmen, daB auch hier die Nitrosogruppe durch Hydr- 
oxyl ersetzt wird, wodurch zunichst ein Korper von der 
Formel VII entsteht, der dann in Biliansiure (VIII) iiber- 
geht. Die Bildung der Biliansiure aus der Nitrosoverbin- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXVI. 13 
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dung VI berechtigt zu dem SchluB, daB der weiBen Ver- | 
bindung ©,,H,,NO, (vgl. oben) bzw. der einen ihrer beiden | 
Formen das Symbol IV zukommt. 

Ks ist bemerkenswert, daB der Kérper C,,H,,.NO, (IV) 
noch auf einem anderen Wege aus Biliansiure-diisoxim (II) 
erhalten werden kann, nimlich durch Oxydation mit Kalium- 
permanganat unter den unten niher angegebenen Bedingungen, 
und zwar entstehen auch bei der KMnO,-Oxydation wieder die 
beiden isomeren, ineinander iiberfiihrbaren Formen. Rein 
formal kann man sich die Substanz IV aus II durch Elimi- 
nierung der NH-Gruppe und Riickbildung des urspriinglichen 
Ketosechsringes III der Biliansiiure entstanden denken; wie in 
Wirklichkeit der Ubergang sich vollzieht, lassen wir dahin- 
gestellt, man kann ihn sich in verschiedener Weise vorstellen. 

In unserer letzten Mitteilung hatten wir bereits hervor- 
gehoben, daB bei liingerer Kinwirkung von Salpetersiiure auf 
Biliansiiure-diisoxim (II) die zunichst entstehende Blaufirbung 
wieder verschwindet und sich dann ein farbloses krystallini- 
sches Reaktionsprodukt isolieren li8t. Wir haben jetzt auch 
diesen Stoff naher untersucht. Erwihnt sei, daB sich bei 
Damptbadtemperatur die Entfirbung schnell erreichen list, 
aber in diesem Falle das Oxydationsprodukt nicht in kry- 
stallisiertem Zustand oder doch nur in undeutlich krystallini- 
scher Form erhalten wird. Gut krystallisiert gewinnt man es 
dagegen, wenn man die Einwirkung der Salpetersiiure auf das 
Diisoxim bei gewéhnlicher Temperatur sich vollziehen 1laBt, 
allerdings nimmt der Vorgang dann mehrere Tage in An- 
spruch. Das durch Wasser gefillte Produkt ist nach wieder- 
holtem Umkrystallisieren aus 20°/,iger Essigsiure rein und 
entspricht dann der Zusammensetzung C,,H,,N,O,,. Derselbe 
Stoff wird auch aus dem blauen Kérper I unter den gleichen 
Bedingungen wie aus dem Diisoxim gebildet, seine Formel 
unterscheidet sich von I nur durch ein Plus von zwei Sauer- 
stoffatomen. Die drei Carboxylgruppen und der Lactamring II 
der Nitrosoverbindung I bzw. des Diisoxims diirften bei der 
Entstehung des Oxydationsproduktes unveriindert geblieben 
sein, dagegen ist die Vermutung naheliegend, da8 ein Uber- 
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gang der Nitrosogruppe in die Nitrogruppe stattgefunden hat. 
Abgesehen von diesem Ubergang ist aber noch ein zweites 
Sauerstoffatom in das Molekiil eingetreten. Nun verbraucht 


© OH 
HC / G 
|Csls-COOH 
CH 


IX COOH C——-cH, 
| 





| 
NH 


COOH CH CO 
liga, 


i 
CH, OH, 
WeiBe Verbindung, C,,H,,N,0;o. 
der Korper C,,H,,N,O,, bei der Titration vier Aquivalente 
NaOH:3 entfallen auf die drei Carboxylgruppen, das vierte 
diirfte von einem Hydroxyl beansprucht werden, das infolge 
unmittelbarer Nachbarschaft zur Nitrogruppe stiirker sauren 
Charakter angenommen hat. Fiir letztere Annahme spricht 
auch die Tatsache, da8 sich der Kérper C,,H,,N,0,,, der an 
sich farblos oder so gut wie ungefirbt ist, in Natronlauge mit 
gelber Farbe lést, und zwar geschieht dies auch dann, wenn 
man ihn durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus verdiinnter 
Kssigsiiure gereinigt hat. Man kann somit als mégliche 
Strukturformel fiir die Verbindung C,,H,,N,O,, das Symbol LX 
aufstellen. 
Versuche. 

1, Einwirkung iiberschiissiger Lauge auf die 
Nitrosoverbindung C,,H,,N,O,. Die Bereitung des blauen 
Koérpers I geschah in der friiher beschriebenen Weise. Dab 
die Nitrosoverbindung dem Bayerschen Reagens gegeniiber 
sich negativ verhilt, insofern dieses nicht sofort entfarbt wird, 
war schon erwiihnt worden; hinzuzufiigen ist noch, daB auch 
die Liésung der Substanz in Kisessig acetonische Permanganat- 
lésung nicht momentan entfirbt. Nach kurzer Zeit tritt zwar 


Ubergang der Permanganatfarbe in Griin ein, was aber wohl 
13* 
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auf die reduzierende Wirkung der Nitrosogruppe zuriickzu- 
fiihren ist. Wir méchten es deshalb nach wie vor fiir wahrschein- 
lich halten, daB nicht eine Doppelbindung, sondern eine 
Briickenbindung in dem Molekiil vorhanden ist (vgl. oben 
Formel JI). 

List man den blauen Stoff in einem UberschuB ver- 
diinnter (etwa 5°/,iger Natronlauge) auf, so erfolgt bald Ent- 
farbung, siuert man dann die farblose oder schwach gelb ge- 
firbte Fliissigkeit nach 1/,—1stiindigem Stehen mit Salzsiure 
an, so wird eine weife krystallinische Verbindung gefillt 
(Ausbeute an getrocknetem Rohprodukt 0,4 g aus 0,5 g Nitroso- 
verbindung). Dabei macht sich der Geruch nach nitrosen 
Gasen bemerkbar und ein mit Diphenylamin—Schwefelsaure be- 
feuchteter, in das GefaéB iiber die Fliissigkeit gehaltener Glas- 
stab wird blau gefarbt. Dies deutet darauf hin, da’ die 
Nitrosogruppe durch die Natronlauge abgespalten worden ist, 
in welcher Form, lassen wir dahingestellt. Vielleicht bildet 
sich untersalpetrigsaures Natrium bzw. nach Ansiuern unter- 
salpetrige Saure, die dann eventuell weiter verindert wird. 
Der mit Salzsiure gefallte krystallinische Stoff erscheint unter 
dem Mikroskop in Gestalt von Doppelpyramiden, deren ge- 
meinsame Kanten durch stark spiegelnde Flachen abgeschnitten 
sind, meist sind auch die Spitzen der Pyramiden abgeschnitten. 
Mitunter sind die Krystalle etwas in die Linge gezogen, so 
daB sie dann mehr als kurze derbe Prismen imponieren. Wir 
wollen die durch Saure gefallte Substanz als ,kleine Kry- 
stalle* bezeichnen. Versucht man, diese Krystalle in der ge- 
wohnlichen Weise aus Wasser umzukrystallisieren, so werden 
sie mehr oder weniger vollstandig in eine andere, isomere 
Form umgelagert, die wir im folgenden kurz ,,Nadeln“ nennen 
wollen (prismen- bzw. nadelférmige Krystalle, die hiufig stern-, 
biischel- oder garbenférmig angeordnet sind, auch in Gestalt 
von kugelig-strahligen Aggregaten erscheinen). Kleine Kry- 
stalle und Nadeln vermégen sich wechselseitig ineinander um- 
zulagern, weshalb man beim Umkrystallisieren fast immer ein 
Gemisch beider Formen erhilt, in welchem je nach den Be- 
dingungen bald die eine, bald die andere vorherrscht. Will 
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man nur die kleinen Krystalle gewinnen, so kann dies durch 
Fallen der alkalischen Lésung durch Siure geschehen, wobei 
zu beachten ist, da& man nach dem Ansiuern das Gemisch 
nicht zu lange (etwa nur 1 Stunde) stehen l4Bt, da sonst auch 
wieder Nadeln auftreten kénnen. Um eine einheitliche Kry- 
stallisation von Nadeln zu erzielen, lést man die kleinen Kry- 
stalle oder auch ein Gemisch der beiden Formen in der er- 
forderlichen Menge siedend heiBen Wassers, worauf beim Ab- 
kiihlen zunachst die schwerer léslichen Nadeln erscheinen, die, 
solange die Fliissigkeit noch warm ist, abgesaugt und mit 
warmem Wasser gewaschen werden. Die kleinen Krystalle 
enthalten Krystallwasser, denn die durch Fallen erhaltene, 
nach einstiindigem Stehen abgesaugte, mit Wasser gewaschene 
| und an der Luft getrocknete Verbindung nahm beim Trocknen 


bei 120° erheblich an Gewicht ab. 
0,1205 g Substanz verloren bei 120° 0,0043 g an Gewicht. 





0.1610 g . - , 120° 0,0061 g ,, : 
C.,H,,NO, + H,O Ber. 3,73 °/, H,O 
Get. 3,57, 3,79. 





Die Nadeln sind dagegen anscheinend krystallwasserfrei 
denn der in der oben beschriebenen Weise hergestellte und 
ar. der Luft getrocknete Stoff nahm bei 120° nur wenig an 
Gewicht ab. Daf der Unterschied der beiden Formen nicht 
nur auf dem Krystallwasser beruht, dafiir spricht das ginzlich 
verschiedene Verhalten der Substanzen im Schmelzréhrchen. 
Die kleinen Krystalle (lufttrocken oder bei 120° getrocknet) 
sintern bei etwa 185°, um bei 200—205° eine triibe, un- 
gefirbte, ‘schaumige Schmelze zu liefern, die Nadeln (luft- 
trocken oder bei 120° getrocknet) schmelzen klar, nach vor- 
hergehendem Sintern, bei etwa 260° unter Aufschiumen und 
Gelbfirbung. Analyse und Titration (direkt, Phenolphthalein) 
der bei 120° getrockneten kleinen Krystalle (a) und Nadeln (b). 

a) 0,1019 g Substanz gaben 0,2314 g CO, und 0,0706 g H,0. 











2 Lee EER Tes 

















0,2027 g = lieferten 5,6 eem N bei 13° u. 738,4 mm Hg. 
0,2087 g ‘ a 5,85cemN ,, 17° 5, 751,6 mm Hg. 
0,2138 g ‘ verbrauchten 13,80 eem n/10-NaOH. 
C.,H,,NQ,. 

Ber. 61,919, C  —-7,58°/, H 3,019, N__—-29,01°/, COOH 

Gef. 61,95 7,75 3,33, 3,26 29,05. 
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b) 0,1149 g Substanz gaben 0,2610 g CO, und 0,0803 g H,0. 
0,2107 g is lieferten 5,6 ecm N bei 14,5° u. 751,2 mm Hg. 
0,3020 g - verbrauchten 19,53 ecm n/10-NaOH. 
0,0880 ¢g 9 9 5,62 cem - 
Gef. 61,97°/, C 7,82°/, H 8,12°/, N 29,11, 28,75°/, COOH. 
2. Verhalten des Biliansiure-dioxims gegen Sal- 
petersiure. 3g Biliansiure-dioxim brachte man mit 36 ccm 
Salpetersiiure (D. 1,4) zusammen, wobei eine klare, schwach 
gelb gefiirbte Lésung resultierte. Diese nahm bei gewéhnlicher 
Temperatur nach kurzer Zeit eine blaugriine, spiter rein blaue 
Farbe an, gleichzeitig erfolgte lebhafte Gasentwicklung. Nach 
20 Minuten fallte man das Reaktionsprodukt durch Zusatz 
von 600 ccm Wasser, saugte es nach einiger Zeit ab und 
wusch es mit Wasser aus. Ausbeute: 2,22 g getrocknetes 
Rohprodukt. Umkrystallisieren einmal aus 70°/,iger, das 
zweitemal aus 50°/,iger KHssigsiure. Es wurden auf diese 
Weise schéne, hellblau gefirbte, silberglinzende Nadeln bzw. 
Prismen erhalten, die im Schmelzréhrchen bei 236—238° 
unter Aufschiiumen sich zersetzten, nachdem bereits von 220 
bis 230° ab Dunkelfarbung und schwaches Sintern eingetreten 
waren. Fiir die Analyse wurde das Material bei 120° ge- 








trocknet. 
0,1188 g Substanz gaben 0,2692 g CO, und 0,0787 g H,0. 
0,1203 g = » 0,27338g¢ , 4 0,0789¢ ,, 
0,2017 g _ lieferten 5,35 cem N bei 12,5° und 748,7 mm Hg. 
0,2127 g - om 5,85 cem ,, ,, 12,5° ,, 764,7 mm ,, 


C,,H,,NO, Ber. 62,189, C 7,189, H —3,02%/, N 

Gef. 61,82, 61,98 7,41, 7,34 3,12, 3,07. 
Wegen der Schwerléslichkeit der Substanz wurden die 
Titrationen (Phenolphthalein) des bei 120° getrockneten Stoffes 
auf indirektem Wege ausgefiihrt, indem man die Proben in 
iiberschiissiger n/10-NaOH léste (etwa 0,2 com mehr als be- 
rechnet) und den UberschuB sofort zuriicktitrierte, die Lésungen 
waren danach noch blau gefarbt (I und IJ). Probe I wurde 
nach Austitrieren mit 2ccm n/10-NaOH versetzt und nach 
2 Stunden zuriicktitriert (I, a), Probe II ebenso nach 20 Stunden 
(II, a). Die Lésungen waren jetzt farblos und die erhaltenen 
Carboxylwerte wesentlich hdher, als fiir 3 COOH-Gruppen be- 
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rechnet. Der Nitrosokérper C,,H,,NO, zeigt also ein ganz 
analoges Verhalten wie die blaue Verbindung C,,H,,N,0,.°) 
I. 0,2063 g Substanz verbrauchten 13,30 cem n/10-NaOH. 


I, a. 0,2063 g - - 14,35 eem vs 
II, 0,2067 g “ Pa 13,46 ecem ‘ 
If, a. 0,2067 g ” ’ 14,40 cem ‘ 
C,,H;,NO, (dreibasisch). 
Ber. 29,14°/, COOH Gef. 29,02 (31,31) 29,31 (31,36)°/, COOH. 


Beziiglich der Reaktionen von Liebermann, Angeli 
und Castellana sowie von Clauser verhialt sich die blaue 
Verbindung C,,H,,NO, ganz ebenso wie der Nitrosokérper 
C,,H,,N,O, (a. a.0.). Die Permanganatreaktion von Bayer 
verlief negativ; eine Priifung der Substanz (in Eisessig gelést) 
mit acetonischer KMnO,-Lésung ergab zwar Entfarbung, die 
aber auf der Wirkung der NO-Gruppe beruhen diirfte (vgl. 
oben 8S. 191—192). 

3. Einwirkung iiberschiissiger Lauge auf die 
Nitrosoverbindung C,,H,,NO,. Lést man den blauen Stoft 
C,,H,,NO, in tiberschiissiger, verdiinnter Natronlauge auf, so 
tritt auch hier Entfarbung ein (vgl. oben Versuch 1) und beim 
Ansiuern der farblosen oder schwach gelb gefarbten Lésung 
mit Salzsiure scheidet sich eine weiBe krystallinische Verbin- 
dung aus. Auch hier macht sich (beim Ansiiuern) die Ab- 
spaltung der NO-Gruppe durch den Geruch nach nitrosen 
Gasen und durch die Bliuung eines im Luftraume iiber der 
Fliissigkeit befindlichen Tropfens von Diphenylamin—Schwefel- 
siure bemerkbar. Ausbeute: 0,45 g getrocknetes Rohprodukt 
aus 0,5 g Nitrosoverbindung. Die gefillte Verbindung wurde 
aus heiBem Wasser umkrystallisiert: Prismen bzw. Nadeln, 
die vielfach ziemlich flach waren und so Ubergiinge zu Tafeln 
zeigten. Schmelzp. 276° (unter Aufschiumen). Eine kleine 
Probe, die anfangs nur aus Nadeln bestand und in ihrer 
Mutterlauge aufbewahrt wurde, wandelte sich bei lingerem 
Stehen vollstiindig in derbe Krystillchen um, die ebenfalls 
unter Aufschiiumen bei 276° schmolzen, sie erinnerten in ihrem 


Aussehen sehr an die ,,Kleinen Krystalle“ des Versuches 1. 





1) Diese Zs. Bd. 175, S. 141 u. 142 (1928). 
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Fiir Analyse und Titration (direkt, Phenolphthalein) wurde das 
Material (Nadeln), das sich als stickstofffrei erwies, bei 120° 
getrocknet. 
0,1111 g Substanz gaben 0,2609 g CO, und 0,0771 g H,0. 
0,1223 g » 0,2872g 4, 4, 0,0843¢ 
0,1977 g »»  verbrauchten 13,01 cem n/10-NaOH. 
C,,H,,0, Ber. 63,97°/, C —-7,61°/, H —-.29,98°/, COOH 
Gef. 64,07, 64,06 7,77, 7,71 29,62. 


+P] 


Eine kleine Menge notorischer Biliansdure krystallisierte 
man aus heiBem Wasser um; auch hier resultierten Prismen 
bzw. flache Nadeln, die Uberginge zu Tafeln zeigten. Die 
Krystalle schmolzen ebenso wie die oben beschriebenen bei 
276°, auch der Mischschmelzpunkt war der gleiche. Eine 
Probe notorischer Biliansiure, die anfangs nur aus Nadeln 
bestand, wandelte sich beim langeren Aufbewahren (in ihrer 
Mutterlauge) vollstiindig in kleine, kompakte, glinzende Kry- 
stalle (Schmelzp. 276°) um, die den vorhin erwihnten durchaus 
‘ihnlich waren. Worauf der Unterschied zwischen den beiden 
Krystallformen der Biliansiure beruht, lassen wir dahin- 
gestellt. Man kénnte an Isomerie denken (vgl. Versuch 1), 
wahrscheinlicher ist indessen Dimorphie. 

4. Verhalten des Biliansiure-diisoxims gegen 
Kaliumpermanganat. 3g Biliansiure-diisoxim wurden in 
60 ccm 10°/,iger Na,CO,-Lésung gelést, die Fliissigkeit mit 
6g gepulvertem KMnO, versetzt und auf dem Dampfbad bis 
zur KEntfarbung erhitzt (30—385 Minuten). Nach dem Abkihlen 
saugte man vom Manganschlamm ab und versetzte das gelblich 
gefarbte, aber klare Filtrat mit iiberschiissiger Salzsiiure. 
Dabei machte sich der Geruch nach nitrosen Gasen bemerkbar 
und es entstand eine krystallinische Fiallung (Ausbeute an ge- 
trocknetem Rohprodukt: 0,6 g), die genau das gleiche Aussehen 
wie die ,kleinen Krystalle‘ des Versuches 1 zeigte. Zur 
Reinigung fiihrte man die Fiallung in der unter Versuch 1 
beschriebenen Weise in Nadeln iiber, die ganz den dort ge- 
kennzeichneten glichen. Auch die bei der Permanganatoxyda- 
tion erhaltenen (und iiber die Nadeln gereinigten) kleinen 
Krystalle erwiesen sich als krystallwasserhaltig. 
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0,1310 g Substanz (lufttrocken) verloren bei 120° 0,0049 g an 
Gewicht. 

C,,H,;,NO, + H,O Ber. 3,73°/, H,O Gef. 3,74°/, H,0O. 

Die Nadeln waren dagegen anscheinend wieder frei von 
Krystallwasser. Im Schmelzréhrchen vyerhielten sich die mit 
KMn0, erhaltenen kleinen Krystalle ebenso wie die aus der 
Nitrosoverbindung C,,H,,N,O, gewonnenen, auch der Misch- 
schmelzpunkt war der gleiche. Auch die nach den zwei Me- 
thoden hergestellten Nadeln wiesen denselben Schmelzpunkt 
auf und der Mischschmelzpunkt blieb auf gleicher Hohe. 
Analyse und Titration (Phenolphthalein) der aus Biliansiure- 
diisoxim mit KMnO, bereiteten ,,kleinen Krystalle“ (a) und 
Nadeln (b), Trocknen bei 120°: 

a) 0,1201 g Substanz gaben 0,2734 g CO, und 0,0829 g H,0. 
0,1790 g - lieferten 4,6 ccm N bei 11° und 766,2 mm Hg. 


0,1590 g - verbrauchten b. direkter Bestimmung 10,29 ccm 
n 10-NaOH, bei anschlieBend indirekter Titration 10,34 cem n/10-NaOH. 


C,,H,;NO,. 
Ber. 61,91°/, C 7,58°), & 3,01°/, N 29,01°', COOH 
Gef. 62,10 7,72 3,11 29,13 bzw. 29,27. 

b) 0,1197 g Substanz gaben 0,2716 g CO, und 0,0840 g H,O. 
0,1843 g o lieferten 4,7cem N bei12,5° und 770,6mm Hg. 
0,1284 g i verbrauchten (direkt titriert) 8,23 eem n/10- 

NaOH. 
0,0755 g o verbrauchten (indirekt titriert) 4,87 ecm n/10- 
NaOH. 


Gef. 61,909, C 7,859, H 3,099), N  _— 28,85, 29,03°/, COOH. 
5. Verhalten des Biliansiure-diisoxims und der 
Nitrosoverbindung C,,H,,N,O, bei linger dauernder 
Kinwirkung von Salpetersdéure bei gewéhnlicher Tem- 
peratur. 1g Biliansiure-diisoxim liste man in 12 ccm Sal- 
petersiure (D. 1,4) und iiberlieB die Lisung 6 Tage lang bei 
vewohnlicher Temperatur sich selbst. Die zunichst auftretende 
Blaufarbung ging dabei ganz allmihlich tiber Griin in Gelb- 
braun iiber und es schieden sich kleine Mengen einer flockigen 
Substanz aus. Die Fliissigkeit klirte man durch Filtrieren 
und versetzte sie mit etwa der 15fachen Raummenge Wasser. 
Die hierdurch entstehende Fallung wurde, nachdem sie sich 
gut abgesetzt hatte, abgesaugt, mit Wasser gewaschen und 
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dreimal aus 20°/,iger Essigsiure umkrystallisiert. Ausbeute 
(nach dem dreimaligen Umkrystallisieren) 0,33 g. Das Oxy- 
dationsprodukt wurde so in Gestalt von kleinen, derben, glin- 
zenden Prismen gewonnen; sie enthalten Krystallwasser. 

0,1387 g Substanz (lufttrocken) verloren bei 120° 0,0094 g an 
Gewicht. 

0,1391 g Substanz (lufttrocken) verloren bei 120° 0,0096 g an 
Gewicht. 

C,,H,,N,0,.+ 2H,O Ber. 6,59°/, H,0 
Gef. 6,78, 6,90. 

Der Kérper schmilzt (lufttrocken oder bei 120° getrocknet) 
bei 212—214° unter Zersetzung, nachdem vorher Sintern ein- 
getreten ist. Analyse des bei 120° getrockneten Materials: 

0,1177 g Substanz gaben 0,2445 g CO, und 0,0738 g H,0. 

0,1203 g a » O2488¢ , 4 0,074 ¢ ,, 

0,1903 g ss lieferten 8,8 cem N bei 13,5° und 756,4 mm H¢g. 

C.4Ha,N,O,, Ber. 56,459, C 6,719, H 5,49, N 
Gef. 56,67, 56,42 7,02, 6,92 5,48. 

Die Titration (direkt, Phenolphthalein) des bei 120° ge- 
trockneten Kérpers ergab einen Verbrauch von 4 Aquivalenten 
NaOH pro Molekiil. Da nicht anzunehmen ist, daB der Stoff 
vier Carboxylgruppen enthilt, das vierte Aquivalent NaOH 
vielmehr, wie bereits oben gesagt, durch ein in Nachbarschaft 
zur Nitrogruppe stehendes Hydroxyl verbraucht werden diirfte, 
berechnen wir die Aciditét auf ,saure“ Hydroxylgruppen. 

0,2058 g Substanz erforderten 16,02 cem n/10-NaOH. 

0,2291 ¢g 9 9 18,13 cem . 

C,,H,,N,0O,, (vier Hydroxylgruppen). 
Ber. 13,339, OH Gef, 13,24, 13,46°/, OH. 

Die reine Verbindung ©,,H,,N,O,, ist farblos oder nur 
ganz schwach gelb gefarbt, lést sich aber, wie erwihnt, in 
Natronlauge mit hellgelber Farbe auf, es scheint dies auch 
fiir die Anwesenheit einer unter dem Einflu8 einer Nitro- 
gruppe stehenden Hydroxylgruppe zu sprechen. Wir haben 
auch versucht, die Nitrogruppe nach Gabriel mit Phenol 
und Schwefelsiure nachzuweisen, es entstand aber keine cha- 
rakteristische Farbenreaktion, sondern nur Gelbfarbung. 
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Ebenso wie aus Biliansiure-diisoxim wird die Verbindung 
C,,H,,N,0,, auch aus dem Nitrosokérper C,,H,,N,O, erhalten: 
1g der reinen Substanz C,,H,,N,O, léste man in 12 com 
Salpetersiure (D. 1,4) auf und lieB die blaue Liésung 6 Tage 
lang bei Zimmertemperatur stehen. Sie verhielt sich ganz 
ebenso wie die Liésung des Diisoxims (vgl. oben). Nach drei- 
maligem Umkrystallisieren des rohen Reaktionsproduktes aus 
20°/,iger Essigsiure war auch hier der Stoff rein (Ausbeute 
an reiner Substanz: 0,42 g), er entsprach in Krystallform und 
Schmelzpunkt den oben gemachten Angaben und gab bei der 
Analyse den geforderten Stickstoffwert: 

0,1907 g Substanz (bei 120° getrocknet) lieferten 8,85 cem N bei 
15° und 750,2 mm Hg. 

C.,Hy4N,0,. Ber. 5,49°/, N Gef. 5,439, N. 

Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft hat uns 
bei Ausfiihrung vorstehender Arbeit in sehr dankenswerter 
Weise durch Geldmittel unterstiitzt. 
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Beitrag zur Chemie des Sputums. 
2. Mitteilung. 
Von 


Helmut Miller und Helmuth Reinwein. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Konigsberg 
und der Medizinischen Klinik Wiirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1928.) 


In einer friiheren Mitteilung) wies der eine von uns schon 
darauf hin, daB durch den fermentativen oder bakteriellen 
Abbau des Sputums, zumal wenn dieses durch pathologische 
Verhiltnisse linger in den Bronchien oder Alveolen liegen bleibt, 
Abbauprodukte entstehen diirften, die nach Resorption durch 
die Schleimhaut zu Intoxikationszustinden fiihren kénnen. Wie 
in der betreffenden Mitteilung schon auseinandergesetzt wurde, 
sind unsere Kenntnisse iiber die Zusammensetzung des Auswur's 
noch fuBerst diirftig Harkawy?) konnte durch Alkohol- 
extraktion desselben eine Lésung erhalten, die den Katzen- 
darm zur spastischen Kontraktion brachte. Dieser Autor ver- 
mutete deshalb schon, daB es sich vielleicht um wirksame 
Substanzen wie das Histamin handeln kénnte. In der friiheren 
Arbeit gelang es nun, Histidin aus dem Sputum eines Bron- 
chiektatikers zu isolieren, Histamin selber konnte chemisch 
allerdings nicht nachgewiesen werden. In einer spiiteren Arbeit 
konnte dann A. Kubasch®3) zeigen, das imidazolhaltige Sub- 
stanzen fast in jedem Auswurf vorhanden sind. Bei der jetzigen 
Untersuchung konnten wir Histidin oder verwandte Kérper zwar 
nicht wieder isolieren, die in verschiedenen Fraktionen sehr 
deutliche Paulische Diazoreaktion zeigte aber auch diesmal 
das Vorhandensein solcher Kérper an. AuB8er Histidin wurde 
in der friiheren Arbeit Putrescin und Neosin nachgewiesen. 
Das Vorhandensein von Putrescin lie} von vornherein daran 
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denken, daB es auch gelingen miiBte, Arginin oder Ornithin 
aus dem Auswurf zu isolieren, da ja nur diese beiden Koérper 
nach den Untersuchungen von Ellinger‘) und Ackermann’) 
als Muttersubstanzen des Tetramethylendiamins angesprochen 
werden kénnen. Bei der jetzigen Untersuchung gelang es nun 
tatsichlich, Arginin in analysenreiner Form zu isolieren und 
damit die friiher ausgesprochene Vermutung zu beweisen. Offen 
bleibt vorliufig die Frage, ob das Putrescin aus dem Arginin 
iiber die Abbaustufe des Ornithins oder des Agmatins entsteht.°) 
Die Tatsache, daB es in beiden Untersuchungen nicht gelang, 
Harnstoff auch nur qualitativ nachzuweisen, spricht bis zu einem 
gewissen Grade dafiir, daB als erste Abbaustufe das Agmatin, 
wenigstens bei der Zersetzung des Auswurfs, anzusehen ist. In 
der Literatur’) findet sich allerdings die Angabe, dab Fleischer 
bei einem Kranken der an interstitieller schwerer Nephritis 
erkrankt war, bei Eintritt einer Pneumonie und Lungenédem 
in 800 ccm Auswurf fast 2 g Harnstoff nachweisen konnte. 
Auch Delore konnte aus dem Sputum eines Kranken, der an 
Gicht und einem heftigen Influenzaanfall litt, Harnstoff in ge- 
ringen Mengen nachweisen. Beide Autoren betrachten diese 
Befunde als eine Tatsache, die dafiir spricht, daB bei Erkrankung 
der Nieren eine kompensatorische Ausscheidung auch durch 
die Schleimhiute der Luftwege erfolgen kann. Die Frage, ob 
der Harnstoff nicht iiberhaupt bei der Autolyse der erkrankten 
Lungenteile gebildet wurde, wird von beiden Autoren nicht 
weiter diskutiert. Das Arginin selber kann aus dem Mucin 
wohl nur in geringer Masse abgespalten werden, da Diamino- 
siuren bei der Hydrolyse des Mucins in unbedeutenden 
Mengen frei werden, wahrscheinlicher erscheint uns die Bildung 
aus Serumglobulin oder Albumin. Die Tatsache, daB der 
Arginingehalt neoplastischen Gewebes, wie es bei bésartigen 
Tumoren auftritt, vermehrt ist*) — in durch Carcinommeta- 
stasen veraindertem Lebergewebe steigt der Arginingehalt auf 
das doppelte — lift daran denken, daB sich in dem Auswurf 
von Kranken mit Lungenkrebs auch eine Vermehrung des Arginin- 
gehaltes des Auswurfs zeigen kénnte. Wir sind mit dies- 
beztiglichen Untersuchungen beschiiftigt. 
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AuBer Arginin konnten wir, wie aus dem methodischen 
Teil zu ersehen ist, Cholin in verschiedenen Fraktionen rein 
darstellen. Cholin®) wurde bisher in fast allen tierischen 
Organen nachgewiesen. In der Lunge wurde es zu 0,016°/, 
von Kinochita?®) gefunden, im Speichel des Pferdes wurde es 
von Hondas?!) wahrscheinlich gemacht. Als Muttersubstanz 
des Cholins im Auswurf sind wohl die Phosphatide anzusprechen, 
vor allem das Lecithin. Auf die Anwesenheit des Lecithins im 
Sputum wurde bisher nur wenig geachtet. Friedrich 
Miller (a. a. O.) vermutete es in seiner Arbeit tiber Sputum— 
Mucin. Nach Jakobson finden sich vor allem phosphorhaltige 
Substanzen im Atherauszug aus alkoholischem Sputumextrakt 
von tuberkulésen Sputis. Wie bekannt, besitzt das Cholin eine 
ausgesprochene pharmokologische Wirkung, vor allem auf den 
Blutdruck. Da diese Substanz in Alkohol leicht léslich ist, 
kénnte sie auch in dem alkoholischen Sputumauszug von 
Harkawy, der wie schon erwihnt, zur starken Kontraktion 
des Katzendarmes fihrte, enthalten gewesen sein. 


Methodisches. 


Der Auswurf stammte von einem Kranken mit Bronchiektasien. 
Auch bei der Autopsie fanden sich keine tuberkulésen Veriinderungen. 
Es wurde das Sputum im Laufe von 2 Monaten gesammelt. Wie bei den 
friiheren Untersuchungen wurde der Auswurf in sterilisierten Spuck- 
behiltern, in die etwas Toluol getan war, gesammelt. Die Behiilter 
wurden morgens und abends geleert. Der Auswurf wurde jedesmal auf 
dem Wasserbade 1 Stunde bei ganz schwach essigsaurer Reaktion auf 50° 
erwirmt, dann in einen gréBeren Behiilter getan, der Toluol und Chloro- 
form enthielt. Die Reaktion blieb schwach sauer. Die Verarbeitung 
erfolgte, nachdem die Menge etwa 2'/, (mit der Spiilfliissigkeit 4 Liter) 
Liter betrug. 

Im Blechtopf wurde der Auswurf mit heiBem Wasser aut 
7 Liter verdiinnt und nach Zufiigen von etwas Eisessig bis zur 
deutlich lackmus-, aber noch nicht congosauren Reaktion bei 
70—80° 1?*/, Stunde digeriert. Nach dem Abkiihlen Fallung 
mit neutralem Bleiacetat. Die Fallung war verhiltnismibig 
gering. Nach 12 stiindigem Stehen wurde durch die gréBte 
Nutsche abfiltriert, mit reichlich heiBem Wasser gewaschen. 


Das Blei wurde durch Schwefelsiiure entfernt, die Schwefelsiiure 
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durch Baryt, der iiberschiissige Baryt durch CO,. Nach er- 
neutem Ansdiuren mit Schwefelsiiure bis zur schwach lackmus- 
sauren Reaktion wurden die auf etwa 12 Liter angewachsenen 
Filtrate zuerst auf freiem Feuer, dann auf dem Wasserbade 
eingeengt. Im Filtrat KiweiBproben negativ. Phosphorwolfram- 
siurefallung bei 5°/, schwefelsaurer Reaktion. Zersetzung der 
Fillung nach bekanntem Verfahren. 

Der so erhaltene Sirup zeigte Fillung mit Pikrinsiure, 
(Juecksilberchlorid, Hopkins Reagens, miBige Fallung mit 
Flaviansaure. Von den Farbenreaktionen war die Paulische 
Diazoreaktion und die Sakaguchische Reaktion stark positiv, 
die Proben nach Jaffée und Weyl negativ. 


a 


Der Sirup wurde nun mit alkoholischem Quecksilberchlorid 
gefallt, von der Fallung nach 24stiindigem Stehen und reich- 
lichem Waschen mit Alkohol abgesaugt. Die Fillung wurde 
nach Entfernung des Hg durch Schwefelwasserstoff und Fillung 
mit Phosphorwolframsiure, wobei die Fiallung chlorfrei ge- 
waschen wurde, in die Carbonatlésung iiberfiihrt. 

Mit Hopkinschem Reagens gute Fillung. Diazoreaktion 
stark positiv, Sakaguchische Reaktion mittelstark. Fiillung mit 
Hopkinschem Reagens. Weitere Reinigung dieser Fillung iiber 
das Pikrat, das schwer léslich ist. Nach Entfernung der Pikrin- 
siure ist eine Fillung mit Goldchloridchlorwasserstofisiure zu 
erhalten, die nach mehrmaligem Umkrystallisieren gut krystal- 
lisiert. Die Menge des Goldsalzes, das in rotgelben Blaittchen 
erscheint ist aber sehr gering. 

Zersetzung bei 212°, 7,653 mg Substanz gaben beim Veraschen 
2,833 mg Au. 


Au = 37,02°/, 

Wegen der geringen Menge muBte von weiteren Analysen 
Abstand genommen werden. 

Die Mutterlaugen dieses Salzes werden nach Entfernung 
des Goldes mit dem Filtrat der Pikrinsiurefiillung (oben be- 
schrieben) vereint. Nach mehrfachem Kochen mit Tierkohle 
und nochmaliger Reinigung durch alkoholische Platinchlorid- 
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fallung l4Bt sich ein Sirup erhalten, der mit Goldchlorid eine gut 
krystallisierende Fallung gibt. Nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren bleibt der Goldwert konstant. Zur Analyse wurde bei 
100° getrocknet. 

3,682 mg Substanz geben 1,652 mg Au; gef.: 44,87 Au. 

7,231 mg ~ , 8,208 mg Au; gef.: 44,87 Au. 

Nach lingerem Stehen nimmt das Goldsalz einen griinlichen 
Schimmer an. Schmelzp. 244°, beim Veraschen Geruch nach 
Trimethylamin. Es handelt sich demnach um das Goldsalz 
des Cholins C,H,,NOC]Au Cl, das 44,5°/, Au gibt und einen 
Schmelzpunkt von 244—245° zeigt. Die Menge des analysen- 
reinen Salzes betrug 243 mg. 


il. 


Das Filtrat der Fillung mit Hopkinschem Reagens wurde 
ebenfalls in das Carbonat iberfiihrt. Die Diazo- und Saka- 
guchische Reaktion ist wieder stark positiv. Versuchsweise 
Trennung mit absolutem Alkohol, und Methylalkohol. Aus dem 
urspriinglichen unldslichem Niederschlag ist spater durch 
Reinigung mit Cadmiumchlorid nochmals eine Fraktion zu er- 
halten, die dasselbe Verhalten wie der in Alkohol lésliche 
Anteil zeigt. Die alkoholiche Lésung wird nach Entfernung 
des Alkohols mit Kupfercarbonat gekocht. Es gibt eine starke 
Blaufirbung, die eingeengte Kupferverbindung zeigte aber keiner- 
lei Neigung zur Krystallisation. Entfernung des Kupfers durch 
Schwefelwasserstoff. Erneute Phosphorwolframsiurefallung. 
Nach nochmaliger Reinigung iiber die Cadmium- und Platin- 
verbindung lieB sich ein Goldsalz (120 mg) erhalten, das sich 
nach der Art seines Aussehens und Krystallform als Cholin 
ansprechen lie’. Schmelzp. 244°, Mischschmelzp. 245°. 

Die Mutterlauge des Cholins gab mit Flaviansiure eine 
gute Fiallung. Da die Sakaguchische Reaktion stark positiv 
war und beim Kochen mit Salpetersiure und Kupfercarbonat 
eine deutliche Blaufarbung eintrat, wurde sie mit dem in 
Alkohol urspriinglich unléslichem Anteil, der dasselbe Ver- 
halten diesen Reagenzien gegeniiber zeigte, wieder vereinigt. 
Fallung mit Flaviansiure. 
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II. 

Nach lingerem Stehen erfolgt eine gute Krystallisation. 
Nach 12stiindigem Stehen wird abgesaugt und 3 mal mit 
flaviansiurehaltigem Wasser gewaschen. Nach 2 tagigem 'Trock- 
nen im Exsiccator wiegt das Flavianat 2,9g. Aus Wasser um- 
krystallisiert. Zersetzungspunkt scharf bei 258% Zersetzung 
des Flavianates nach der ersten Vorschrift von Kossel. Saka- 
guchische Reaktion stark positiv. Diazo negativ. Obgleich das 
Verhalten des Flavianates und die Farbenreaktion auf Arginin 
hinwies, war mit Salpetersiiure und Kupfercarbonat anfangs 
eine krystallisierende Verbindung nicht zu erhalten. Noch- 
malige Reinigung durch eine Quecksilberchloridfallung, fiihrte 
dann aber zum Ziel. 

Das Kupfersalz krystallisierte in Rosettenform. Schmelz- 
punkt des lufttrockenen Salzes bei 112°. 


9,138 lufttrockener Substanz geben nach 8 stiindigem Trocknen im 
Pregelschen Apparat bei 100° 0,888 mg Wasser ab. H,O 9,71°/, ber. 
9,16°/,. 13,095 zur Gewichtskonstanz getrockneten Salzes geben 
1,889 mg Cu berechnet fiir Argininkupfernitrat (C,H,,N,O,), Cu(NOs;), 


(krystallwasserfrei). 
: Cu°/, 11,86 


Cu°/, 11,52. 
IV. 

Das Filtrat der ersten Quecksilberfillung wurde auf dem 
Wasserbade vom Alkohol befreit, das Quecksilber durch Schwefel- 
wasserstoff entfernt, die Chloride mit Phosphorwolframsiure 
cefallt, die Fallung chlorfrei gewaschen und in die Carbonat- 
verbindung iibergefiihrt. Nach mehrfachem Aufnehmen mit 
absolutem Athyl- und Methylalkohol mit Platinchlorid gefiallt. 
Die Platinfillung nach Zersetzung mit Goldchloridchlorwasser- 
stoffsiure gefillt das Filtrat der Platinfallung verworfen, da sich 
krystallisierende Substanzen nicht darstellen lieBen. 

Das Goldsalz wog nach mehrfachem Umkrystallisieren 
210 mg Schmelzpunkt 217° 


Zur Analyse wurde bei 100° getrocknet. 
6,167 mg Substanz gaben 2,764 mg Au, 


7,998 mg m » 3,535 mg Au. 
Cholingold Ber. Au 44,50°/, 
C;H,,NOCIAuCI, Gef. Au 44,82, 44,20°/,. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVI. 14 
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Im Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung konnte Harn- 
stoff auch qualitativ nicht nachgewiesen werden. 


Zusammenfassung. 


Aus 21/, Liter Auswurf eines Bronchiektatikers wurden 
Arginin und Cholin isoliert und identifiziert. Harnstoff konnte 
nicht nachgewiesen werden. 
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Fortgesetzte Studien iiber das Verhalten von Polypeptiden 
und von Derivaten von solchen gegeniiber verdiinntem 
Alkali und verdinnter Sdure. 


VII. Mitteilung. 
Weitere Versuche mit in der Aminogruppe substituierten 
Polypeptiden. 
Von, 
Emil Abderhalden und Paul M@ller. 
Mit 2 Figuren im Text. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. April 1928.) 


In der vorausgehenden Mitteilung konnten wir zeigen, 
daB die Spaltungsgeschwindigkeit von Leucyl-glycin in n- Natron- 
lauge durch Kinfiithrung von Substituenten in die freie Amino- 
sruppe sehr stark beeinfluBt werden kann. So wirkt die 
Benzoylgruppe beschleunigend, wihrend die Benzolsulfogruppe 
umgekehrt eine stark hemmende Wirkung entfaltet. Im 
ersteren Fall liegt eime —OC—NH-Bindung vor und im letz- 
teren eine —O,S—NH-Verkniipfung. Auch die §-Naphthalin- 
sulfogruppe stabilisiert das genannte Dipeptid gegeniiber der 
Kinwirkung verdiinnter Lauge. Schon diese Feststellungen 
zeigen, daB ganz offenbar die Art des Atoms des Substituenten, 
das die Verkniipfung mit dem Stickstoff der Aminogruppe des 
Dipeptids vollzieht, von ausschlaggebender Bedeutung fiir die 
Beeinflussung des gesamten Molekiils ist. Dazu sei bemerkt, daB 
das Dipeptid Leucyl-glycin ein Modell darstellt, das ohne Zweifel, 
wie bereits vorliegende Erfahrungen zeigen, fiir viele andere Poly- 
peptide — wenigstens in qualitativer Hinsicht — mabgebend ist. 

Um die Richtigkeit der erwihnten Annahme zu priifen, 
haben wir weitere Substituenten in die NH,-Gruppe des Leucyl- 
glycins eingefiihrt und jeweils gepriift, wie sich die betreffende 
Verbindung gegen n-Alkali verhielt, und zwar beobachteten 
wir den Verlauf der Spaltung bei 37°. Es zeigte sich, dab 

14* 
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die #-Naphthoylverbindung rascher gespalten wird als das 
freie Dipeptid. Der Einflu8 der genannten Gruppe erwies 
sich als ein geringerer als derjenige der Benzoylgruppe. In 
besonderen Versuchen wurde selbstverstindlich festgestellt, 
daB unter den gewihlten Bedingungen keine #-Naphthoesiure 
in Freiheit gesetzt wurde. Weiterhin priiften wir das Ver- 
halten von p-Toluolsulfo-leucyl-glycin und Benzylsulfo- 
leucyl-glycin. Wie zu erwarten war, wurden beide Dipeptid- 
derivate von n-Alkali bei 87° nicht angegriffen. Die der 
Benzylsulfoverbindung entsprechende Verbindung mit Kohlen- 
stofiverkniipfung, nimlich das Phenylacetyl-leucyl-glycin, 
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Fig. 1. 
£-Naphthoyl-d, l-leucyl-glycin. 
u. 3. Benzylsulfe- und p-Toluolsulfo-d, l-leucyl-glycin. 
Phenylacetyl-d, l-leucyl-glycin. 
§-Phenylpropionyl-d, l-leucyl-glycin. 
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wurde dagegen etwa ebenso rasch hydrolysiert, wie die Benzoyl- 
verbindung. DaB im erwihnten Falle der aromatische Kern 
noch durch eine —CH,-Gruppe von der OC—NH-Bindung ge- 
trennt ist, scheint also nur von untergeordnetem EinfluB zu 
sein. Die Verliingerung der Seitenkette durch eine weitere 
CH,-Gruppe in Gestalt der 6-Phenyl-propionylgruppe be- 
dingte eine nur geringe Herabsetzung der Spaltungsgeschwin- 
digkeit (vgl. hierzu Fig. 1). Es lag uns viel daran, neben Sub- 
stituenten, die aromatische Gruppen enthalten, auch solche her- 
zustellen, die aliphatischer Natur sind, um festzustellen, ob auBer 
dem an der Verkniipfung beteiligten Atome noch dem aroma- 
tischen Komplex als solchem ein EinfluB zukommt. Insbesondere 
erschien es uns erwiinscht, ein aliphatisches schwefelhaltiges 
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Derivat des genannten Dipeptids herzustellen. Wir gewannen zu 
diesem Zwecke Athansulfochlorid. Leider war es bis jetzt 
nicht méglich, das Kupplungsprodukt vollstandig rein zu erhalten. 

Wir haben die vorstehend geschilderten Untersuchungen 
nicht nur deshalb unternommen, weil es an und fiir sich von 
gréBtem Interesse ist, daB eine siureamidartig verkniipfte Zu- 
sammenfassung von Aminosiuren, wie sie in den Polypeptiden 
vorliegt, durch Besetzung der freien Aminogruppe durch be- 
stimmte Substituenten in gewissem Sinne gelockert oder ge- 
festigt werden kann und zwar in Hinsicht auf die Festigkeit 
der OC—NH-Bindung, vielmehr interessierten uns unsere Beob- 
achtungen vor allem vom Gesichtspunkt von Ferment- 
wirkungen aus. Zunichst zeigen unsere Beobachtungen, daB 
verdiinntes Alkali bestimmter Konzentration manche Poly- 
peptide hydrolysiert. Je verdiinnter das Alkali ist, um so 
langsamer verliiuft die Hydrolyse, und von einer bestimmten 
Konzentration ab unterbleibt sie bzw. verliuft sie so auBer- 
ordentlich langsam, daB innerhalb gewoéhnlicher Beobachtungs- 
zeiten keine merkbare Hydrolyse feststellbar ist. Besetzt man 
nun die NH,-Gruppe durch bestimmte Komplexe, dann erweist 
sich die gleiche Alkalikonzentration, die das freie Polypeptid 
nur sehr langsam angreift, als ganz bedeutend wirksamer. 
Man kann diesen Befund auch anders ausdriicken und hervor- 
heben, daB Derivate von Leucyl-glycin, in denen der Sub- 
stituent den Stickstoff der freien Aminogruppe mittels Kohlen- 
stoff bindet, schon bei einer niedrigeren Hydroxylionenkonzen- 
tration gespalten werden als die freie Verbindung. Denken 
wir uns an die Stelle der von uns gewiihlten Substituenten 
einen Fermentkomplex (beispielsweise. Erepsin) eingefiigt, dann 
haben wir eine noch labilere Verbirdung vor uns als den 
oben erwihnten Derivaten entspricht. Das kommt darin zum 
Ausdruck, dab nun eine noch geringere p,, geniigt, um sdure- 
amidartige Verkniipfungen in Polypeptiden zu lésen. 

Es lag uns viel daran, Derivate ausfindig zu machen, die 
mit noch gréBerer Beschleunigung von verdiinntem Alkali 
zerlegt werden, als die oben erwihnten Produkte. Es zeigte sich, 
daB Phenylisocyanat- und ¢-Naphthylisocyanatderivate 
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diese EKigenschaft aufweisen, und zwar stellte der eine von uns 
(A.) gemeinsam mit Fleischmann!) fest, da, wahrend 
]-Leucyl-l-leucin von n-Alkali bei 37° innerhalb gewisser Zeit 
nicht gespalten wird, Phenylisocyanat-l-leucyl-l-leucin schon 
nach 34 Stunden bei 37° zu 70 °/, in Leucin und Phenyl- 
isocyanat-leucin zerfaillt. Wihrend nun Leucyl-glycin von 
n-Alkali bei 37° in etwa 15 Tagen vollstindig in seine Kom- 
ponenten, niimlich in Leucin und Glykokoll, zerlegt wird, und 
Phenylacetyl-leucyl-glycin in etwa 4 Tagen in Phenylacetyl- 
leucin und Glykokoll gespalten wird, gehen unter den gleichen 
Bedingungen aus Phenylisocyanat-leucyl-glycin bereits inner- 
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Fig, 2. 
— 8 bei p,, 10,0 isocyana' 
9 bei py, 11,74 phenylisocyanat-d, l-leucyl-glycin. —-~- 6 Phenyl- d, l-leucy: 
10 bei p,, 13.0 ——— 11 a-Naphthyl-f  glycin iz 
- 12 bei Pry 13,0 a-Naphthylisocyanat-d, l-leucyl-glycin. n-Na(ii 





halb von 8 Stunden die Komponenten Phenylisocyanat-leucin 
und Glycin hervor. Jnnerhalb dieser kurzen Zeit ist die 
Spaltung eine quantitative. @-Naphthylisocyanat-leucyl-glycin 
zeigt ein sehr ahnliches Verhalten (vgl. Fig. 2). In jedem 
Falle wurde festgestellt, daB die Substituenten nicht abgespalten 
worden waren, d, h. es wurden Phenylisocyanat- bzw. Naph- 
thylisocyanat-leucin und ferner Glykokoll isoliert. Wir er- 
kennen aus dieser Beobachtung, daB die Gruppierung 
—NH—CO—NH— eine ganz besondere Labilitaét hervorruft 
und bedingt, daB die Verkniipfungsstelle der beiden Amino- 
siiuren (OC—NH-Bindung) so gelockert wird, daB bei der Ein- 

1) Emil Abderhaldenu, Fleischmann, Fermentforschung Bd. 9, 
S. 524 (1925). 
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ns wirkung von verdiinntem Alkali sich eine auBerordentlich 
id rasche Hydrolyse einstellt. Wir haben weiterhin gepriift, bei 
it welcher niedrigsten Alkalikonzentration innerhalb bestimmter 
n Zeit noch eine Aufspaltung der beiden genannten Derivate 
- erfolgt. Es zeigte sich, daB n/10-Natronlauge (p,, = 13) bei 37° 
n im Laufe von etwa 11/, Tagen eine vollstiindige Hydrolyse 
' bewirkt. Bei p,, = 10 war keine Spaltung mehr zu _beob- 
1 achten. Die Grenze scheint etwa bei p,, = 11,7 zu liegen. 


Entsprechende Versuche mit anderen Polypeptiden und ins- 
besondere mit Glycinketten sind im Gange. 
Vielleicht kann man aus unseren Feststellungen Schliisse 
auf die Art jener Atomstrukturen ziehen, mit Hilfe derer z. B. 
Erepsin, das nach den Vorstellungen von H.yv. Euler und 
seinen Mitarbeitern mit der freien Aminogruppe von Poly- 
peptiden in Beziehung treten soll, sich im Polypeptid ver- 
ankert. Wir setzen unsere Studien fort und hoffen, auf diesem 
Wege einen Kinblick in das Wesen der Fermentwirkung tun 
zu kénnen. Vor allem gilt es noch Polypeptide in den Kreis 
unserer Untersuchungen einzubeziehen, deren Carboxylgruppe 
besetzt ist. 
Experimenteller Teil. 
1. Aufspaltung der Polypeptide, 
verfolgt nach der Methode von van Slyke. 












































Aufspaltung 
Lfd. eee ; . mg Amino- | °/, an frei- 
Nr. Einwigung an Dipeptid bei 87°C | N eal ta | comes 
nach leem der nem 
Lésung  Amino-N 
1 | 0,1708 g @-Naphthoyl-d,l-}] 0 Tagen. _ a 
leucyl-glycin in 10cem] 0,58 ,, 0,15 | 21,4 
n/1-NaOQH (0,05 mol.) 1,00 0,19 27,2 
1,58 0,25 | 35,7 
2,08 0,41 58,6 
4,58 0,50 71,5 
6,58 0,61 87,1 
8.58 0,74 106 
12,58 078 i 
2 | 0,1712 g Benzylsulfo-d,l- | 0 -— | ~ | 
: leueyl-glycin in 10 cem j 13 ‘ - — | 
n/1-NaOH (0,05 mol.) : 








ee | 
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Aufspaltung 
Lfd. 


a : mg Amino- °/, an frei- 

Kinwigung an Dipeptid bei 37°C | <g ae oe esting 

nach 1 ecm nem 
der Lésung Amino-N 


Nr. 








3 | 0,1707 g p-Toluolsulfo-d,l- | 0 Tagen — | — 
leucyl-glycin in 10 cem | 10 a | — 
n/1-NaOH (0,05 mol.) | 
4 | 0,1530 g Phenylacetyl-d,l- | 0 | 

leucyl-glycin in 10 ecem ] 0,94 ,, 0,27 | 38,6 





n/1-NaQH (0,05 mol.) 1,94 ,, | 0,46 | 65,7 
2,94 ,, | 0,62 88,5 
4,94, | 0,75 | 107 
698, | O79 | 118 
| ' 
5 | 0,1600 g 6-Phenylpropio- | 0 . | a -= 
nyl-d,l-leucyl-glyein in | 0,60 ,, / 0,20 | 28,6 
10cem n/1-NaQH (0,05 1,60 ,, 0,36 51,5 
mol.) 8,56 ,, | 0,56 | 80,0 
4,60 ,, 0,64 | 91,5 | 
6,56 ,, 0,71 | 101 | 
11,06 ,, 0,74 106 
6 | 0,2301 g Phenylisocyanat- | 0 Stdn. | 0,02 | 2,9 : 
d,l-leueyl-glyein') in} 1 ‘ 0,45 | 64,3 
15 eem n/1-NaOH | 3 im | 0,74 | 106 
(0,05 iol ) i» | = 104 


~1 


0,4095 g Phenylisocyanat- | 0 Tagen | — | — 
d,l-leueyl-glycinin25ecem | 5 s — | — 
Phosphatmischung von Be | 
Pu = 8,0 (0,05 mol.) 











8 | 0,1534 g Phenylisocyanat- | 0 ™ | — — 
d,l-leucyl-glyein in 20 eem 3 a 
Phosphatmischung von | 
Po = 10,0 (0,025 mol.) | 
9 | 0,0737 g Phenylisocyanat- | 0 , 4 — | — 
d,l-leucyl-leucin in 5eem | 0,85. ,, 0,08 | 11,9 
Boratmischung von py = i-D .,; | 0,12 | 17,9 
11,7 (0,05 mol.) 385, | 020 | 299 
585, | O24 | 35,8 
885 , | 081 | 468 
11,85 ,, 0,45 | 67,2 





') Vgl. die Darstellung M. Bergmann u. A. Miekeley, Liebigs 
Ann. der Chem. Bd, 458, S. 40 (1927). 
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Aufspaltung 
Lfd. ae 7 , 
oe ._. . | mg Amino-/| °/, an frei- 
Nr. Einwiigung an Dipeptid bei 37°C <i sak to | i eiiiee 
nach leem | nem 
der Lésung Amino-N 
10 | 0,0747 g Phenylisocyanat- | 0 Tagen — — 
d,l-leucyl-glycin in 5ecem 0,23 ,, 0,26 38,3 
n/10-NaOH (nach Neu- 0,81 ,, 0,50 73,6 
tralisieren mit n-NaOQH) 1,81 ,, 0,69 101 
Pu = 13,0 (0,05 mol.) 2,81 ,, 0,67 98,5 
4,81 ,, 0,79 116 
11 | 0,0912 g a-Naphthyliso- |} O Stdn 0,03 &,3 
cyanat-d, l-leucyl-glycin!) 1,25 0,23 63,9 
in 10 cem n/1l-NaQH 2.5 , 0,33 91,7 
(0,025 mol.) (da Na-Salz | 17,5 —,, 0,37 103 
schwer léslich) 
12 | 0,0902 g a@-Naphthyliso- ; 0 Tagen 0,03 8,6 
eyanat-d,l-leucyl-glycin | 0,25 ,, 0,12 34,3 
in 10 cem n/10-NaQH 0,91 ,, 0,32 91,5 
(nach Neutralisieren mit | 1,91 ,, 0,32 91,5 
n-NaOQH) py = 13,0 
(0,025 mol.) 


2. Aufarbeitung von Spaltungsversuchen. 


a) ?-Naphthoyl-d,l-leucyl-glycin. 


0,1543 g f-Naphthoyl-d,l-leucyl-glycin in 9 ccm n-NaOH, 
die zu 100°/, aufgespalten waren, gaben nach dem Ansiduern 
und Ausithern in der Atherlésung 0,1248 g Riickstand (ber. 
auf §-Naphthoyl-d,l-leucin 97°), der Theorie). 
Produkt wurden durch Sublimation 0,0015 g £-Naphthoesiure 
erhalten, also nur 1,9°/, der theoretisch méglichen Menge. 


Aus diesem 


b) Phenylisocyanat-d,l-leucyl-glycin. 


Von einer 0,05 molaren Lisung von Phenylisocyanat-d,|l- 


leucyl-glycin in normaler Natronlauge wurden, nachdem die 
Spaltung zu 100°/, erfolgt war, je 6,5 ccm und 10 ccm an- 
gesiiuert, das ausgefallene Produkt wurde isoliert. Ausbeute, 
berechnet auf Phenylisocyanat-d,l-leucin 0,0734 g (90°/,) und 


1) Vgl. die Darstellung C. Neuberg u. Rosenberg, Biochem. Zs. 
Bd. 5, 8. 456 (1907). 


one, 
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0,1148 g (92°/,). Die Substanz wurde durch Stickstoffbestim- 
mung, Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit einem her- 
gestellten Vergleichspraparat als Phenylisocyanat-leucin iden- 
tifiziert. In der wiBrigen Lésung wurde Glykokoll nach Kin- 
dampfen, Abtrennen von Kochsalz und Verestern mit Alkohol 
und Chlorwasserstoff als Glykokollesterchlorhydrat nach- 
gewlesen. 
3. Darstellung von 
a) $-Naphthoyl-d,l-leucyl-glycin. 

2 g d,l-Leucyl-glycin wurden in Sodalésung mit 4 ¢ 
6-Naphthoylchlorid (dargestellt durch Chlorieren von #-Naph- 
thoesiiure mit Thionylchlorid und Reinigen durch Destillation) 
bei Zimmertemperatur im Verlaufe von 1?/, Stunden gekuppelt, 
wobei das Chlorid portionsweise in iitherischer Lésung hinzu- 
gefiigt wurde. Nach dem Ansiuern mit Salzsiiure fiel beim 
Stehen im Kisschrank das Reaktionsprodukt nach einigen 
Stunden aus. Es wurde abgesaugt und durch Extraktion mit 
Ather von f-Naphthoesiiure befreit. Zur weiteren Reinigung 
wurde es in Alkohol gelést und mit Wasser gefallt. Es ist 
in Alkohol, Methanol, Aceton leicht, in Essigester léslich, in 
Ather, Petrolither und Benzol unléslich. In Chloroform und 
in Wasser lést es sich sehr schwer. Aus letzterem krystalli- 
siert es in farblosen, langen, diinnen Stabchen. Schmelzp. 193 
bis 194°. Ausbeute: 2,8 g (79°/, der Theorie). 

0,0538 g Substanz verbrauchten 3,10 cem n/10-HCL. 

C,oH.,0,.N, Ber. 819%, N  Gef. 808%, N. 





b) Benzylsulfo-d,l-leucyl-glycin. 

Die Darstellung erfolgte analog der fiir die §-Naphthalin- 
sulfoderivate angegebenen Methode durch Schitteln der alka- 
lischen Lésung des Leucyl-glycins mit der Atherischen Lésung 
des Chlorids unter portionsweiser Zugabe von weiterer Natron- 
lauge. Z.B. wurden bei Verwendung von 1,9 g d,l-Leucyl- 
glycin, 3,8 g Benzylsulfochlorid in Ather und 4mal 10 com 
n/1-NaOH angewandt. Kin gréBerer Uberschu8 an Chlorid ist 
unnétig, da ein Teil hiervon unveriindert im Ather bleibt, 
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wiihrend ein anderer sich in das Natriumsalz der Benzylsulfo- 
siure verwandelt, das aus Alkohol krystallisiert. Das beim 
Ansiuern ausfallende Produkt wurde abgesaugt. Es ist in 
Alkohol, Methanol, Aceton, Essigester, Chloroform leicht, in 
Ather sehr schwer, in Petrolither und Benzol nicht léslich. Aus 
Wasser laBt es sich umkrystallisieren. Beim Eindunsten von 
Alkohol krystallisiert es in feinen, spitzen, zu Biischeln ver- 
einigten Nadeln. Schmelzpunkt nach vorherigem Sintern bei 
90°C. Ausbeute 2,1 g = 61,5°/, der Theorie. 
0,0366 g Substanz verbrauchten 2,07 ecm n/10-HCl. 


18,485 mg ‘s gaben 12,015 mg BaSQ,. 
C,,;H,,0;N,S Ber. 8,18°/, N 9,36 °/, S 
Gef, 7,98, 8,95 » w. 


c) p-Toluolsulfo-d, l-leucyl-glycin. 

Es entsteht analog der oben genannten Verbindung aus 
2¢ d,l-Leucyl-glycin und 4g p-Toluolsulfochlorid. Es fallt 
beim Ansiiuern zuniichst élig aus, erstarrt aber bald. In 
Alkohol, Methanol, Aceton, Essigester ist es leicht, in Chloro- 
form sehr schwer léslich, in Ather, Petroliither und Benzol 
unléslich. Es laBt sich aus Wasser umkrystallisieren. Aus 
der Chloroformlésung kommt es in rhomboedrischen Tafeln 
heraus. Ausbeute 2,6 g (71,5°/, der Theorie). Schmelz- 
punkt 120° C. ; 

0,0547 g Substanz verbrauchten 3,20 cem n/10-HCl. 

C,,H.,0,N.S Ber. 818%, N  Gef. 8.19%, N. 


d) Phenylacetyl-d,l-leucyl-glycin. 
2¢ d,l-Leucyl-glycin wurden in Sodalésung unter Kihlung 
mit 3,3 g Phenylacetylchlorid gekuppelt. Beim Ansiuern mit 
Salzsiure fiel das Reaktionsprodukt sofort aus. Es wurde 
abgesaugt und aus Kssigester umkrystallisiert. In Alkohol, 
Methanol, Aceton, Chloroform ist es leicht, in Wasser kalt 
schwer, warm leichter und in Ather, Petrolither und Benzol 
nicht léslich. Schmelzp. 170°C. Ausbeute 2,0 g (61°/, der 
Theorie). 
0,0519 g Substanz verbrauchten 3,43 eem n/10-HCL. 
C,sH0.N, Ber. 9,15°,N Gef. 9,27°/, N. 
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e) §-Phenylpropionyl-d,l-leucyl-glycin. 

1,5 g d,l-Leucyl-glycin, in 8 ccm n-Natronlauge gelést, 
wurden mit 2,7 g Hydrozimtsiurechlorid und 16 ccm n-Natron- 
lauge gekuppelt. Das Reaktionsprodukt fiel beim Anséuern 
aus und wurde abgesaugt. Es ist in Alkohol, Methanol, Aceton, 
Kssigester leicht, in Chloroform schwer léslich, unléslich in 
Ather, Petroliither und Benzol. Aus Wasser, in dem es auch 
warm ziemlich schwer léslich ist, laBt es sich gut umkrystalli- 
sieren und kommt in langen, schmalen Prismen heraus, deren 
Schmelzp. 187° C betrigt. Ausbeute 1,1 g (43°/, der Theorie). 

0,0418 g Substanz verbrauchten 2,59 cem n/i0-HCl. 

C,,H,,0,.N, Ber. 8,759, N Gef. 8,68°), N. 
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Synthese des 4-Dimethylamino-buten(2,3)-séiure(1)-methyl- 
betains (Crotonbetain). 
Von 
Wilhelm Linneweh. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Wirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11, April 1928.) 


Vor kurzem berichtete ich iiber eine neue Base aus dem 
Rindermuskel?), deren Konstitution ich bis auf die Stellung 
einer Doppelbindung ermitteln konnte: 

CH, a CHs\ 
CH,—N-CH,-CH=CH-CO , il CH, - SN: CH=CH-CH,-+-CO 
CH,/ | | CH,’ 

ee 





a tae 


4-Dimethylamino-buten (3, 4)- 


4-Dimethylamino-buten (2, 3)- 
siure (1)-methylbetain. 


siure (1)-methylbetain, 

Da mit groSer Wahrscheinlichkeit der Kérper | vorlag, 
nannte ich die Base Crotonbetain. 

Es ist mir jetzt gelungen, den Kérper I aus y-Chlor- 
crotonsiure (dargestellt nach v. Hérmann®) baw. Lespieau®)) 
durch Kuppelung mit Trimethylamin herzustellen, Durch Ver- 
gleich der Chloride, Chloraurate und Athylesterchloroplatinate 
konnte die Identitit des synthetischen 4-Dimethylamino-buten- 
(2,3)-siure(1)-methylbetains mit dem Crotonbetain aus Rinder- 
muskel bewiesen werden. 


Experimenteller Teil. 

150g Epichlorhydrin und 70g wasserfreie Blausiure 
wurden in zugeschmolzenen Rohren 80 Stunden auf 70—75° 
erhitzt. Der Rohrinhalt wurde mit viel Ather aufgenommen 
und yon einem schwarzen Riickstand abfiltriert. Die nach der 
Entfernung des Athers und der iiberschiissigen Blausiure 
zuriickbleibende Fliissigkeit mu8te durch mehrere Destillationen 
(15—20 mm, 140—150°) gereinigt werden. Ausbeute: 140 g 
C1CH,-CHOH-CH,- CN. 





2 RN II CS MD Sa 
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90 g davon wurden durch Einleiten von trocknem Chlor- 
wasserstoff in die alkoholische Lésung bis zur Siattigung und 
halbstiindiges Sieden nach Hinzufiigen von 100 ccm Wasser 
verseift und verestert. Der Ester wurde nach Entfernung des 
Alkohols mit Ather ausgeschiittelt, die itherische Lésung mit 
Natriumcarbonatlésung entsiuert und mit Calciumchlorid ge- 
trocknet. Durch mehrere Destillationen (20 mm, 120—125°) 
lieBen sich 73 g CICH,-CHOH-CH,-COOC,H, gewinnen. 

Dieser Ester wurde in atherischer Lésung unter Kiihlung 
langsam mit Phosphorséiureanhydrid versetzt, dann aus einem 
2-Literkolben (des sehr starken Schiumens wegen) destilliert 
und durch weitere Destillationen gereinigt (12 mm, 77—82°). 
Ausbeute: 28 g CICH,-CH=CH-COOC,H.. 

Der y-Chlorcrotonsiureiithylester wurde mit alkoholischer 
Trimethylaminlésung im Uberschu8 und einer Spur Natrium- 
jodid in EinschluBrohren einige Stunden auf 100° erhitzt und 
der Rohrinhalt zur Entfernung des Alkohols und iiberschiissigen 
freien Trimethylamins mehrere Male mit Wasser eingedampft. 


Chlorid. 


Durch wiederholtes Eindampfen mit konz. Salzsiure (zur 
Verseifung des Esters) konnte das Chlorid des 4-Dimethyl- 
amino - buten(2, 3)siure-(1)-methylbetains erhalten werden: 
Weibe, hiufig zu Platten vereinigte Prismen, leicht léslich in 
Athanol, noch leichter: in Methanol, sehr leicht léslich in 
Wasser, etwas hygroskopisch. 

Aufschiumen unter Zersetzung 203—205° (u.). 


0,1171 g Substanz gaben 0,2011 g CO, und 0,0764 g H,0. 


23,270 mg si, 5 1,690 eem N (18°, 745 mm). 
17,025 mg “ » 1,156 cem_ ,, (16°, 752 mm). 
14,875 mg _,, » 11,890 mg AgCl. 

26,020 mg . 5 20,905 mg 

20,375 mg ¥ 5»  16,180mg ,, 


C,H,,NO,Cl 
Ber. C 46,78 °/, H 7,86 °/, N 7,80 °/, Cl 19,75 °/, 
y tne »» 98,35 « wae 
9, 1,94 »» 19,87 
»» 19,65 


Gef. ,, 46,84 
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Athylesterchloroplatinat. 

Das Chlorid lieB sich durch Athanol und Chlorwasserstoff 
verestern und der Ester aus der alkoholischen Loésung mit 
Platinchlorid fallen. Durch Umkrystallisieren aus 80°/,igem 
Athylalkohol wurde das reine Athylesterchloroplatinat in Blatt- 
chen erhalten. Aufschiumen unter Zersetzung 223—225° (u.). 


12,330 mg Substanz gaben 3,185 mg Pt. 


15,900 mg 9 »  4£,090mg ,, 
17,080 mg ‘i » 11,775 mg AgJ. 
C,,H;,.N,0,PtCl, 
Ber. Pt 25,95°, (O-)C,H;, 17,72°/, 
Gef. ., 25,83 : 8.53 
gp ata 
Chloraurat. 


Durch Fiallung mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure wurde 
aus dem Chlorid das Chloraurat hergestellt, das auch nach 
Umkrystallisieren aus Wasser immer nur als feines, schwer- 
lésliches Krystallpulver erschien (genau so wie das Chloraurat 
des Crotonbetains aus Rindermuskel), Schmelzp. 215—217° (k.), 


13,360 mg Substanz gaben 5,470 mg Au. 
C,H,,NO,AuCl, 
Ber. Au 40,81°, 
Gef. ,, 40,94 


Chloroplatinat. 


Die Darstellung erfolgte aus der alkoholischen Lésung 
des Chlorides durch Fallung mit Platinchlorid. Es ist schwer- 
léshch in Alkohol, leichtléslich in Wasser, erscheint nach Um- 
krystallisieren aus Wasser in langen Prismen. Bei 221—222° 
u.) zersetzt es sich unter Aufschiiumen. 

14,030 mg Substanz gaben 3,895 mg Pt. 

16,650 mg ‘s » #650 me ,, 

C, Hy. N,0,PtCl, 
Ber. Pt 28,04°), 
Gef. ,, 27,76 
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Freie Base. 


Uber das Phosphorwolframat wurde aus dem Chlorid in 
bekannter Weise die freie Base hergestellt. Sie ist sehr leicht- 
léslich in Wasser und Alkohol, zerflieBlich an der Luft. Auf- 
schiumen unter Zersetzung 200—205° (u., im geschl. Réhrchen). 


Pikrat. 


Dieses konnte aus der alkoholischen Lésung der freien 
Base durch Fiallung mit alkoholischer Pikrinsiiurelésung her- 
gestellt werden. Es ist leichtléslich in Wasser und heibem 
Alkohol, etwas schwerer léslich in kaltem Alkohol. Krystalli- 
siert aus Wasser in langen Nadeln. Schmelzp. 187—189° (u.). 

15,420 mg Substanz gaben 2,006 cem N (17,5°, 746 mm). 

15,790 mg ” 5 2,094 cem ,, (17,5°, 746 mm). 

C,.H,.N.0. | 
Ber. N 15,06°/, 
Gef. ,, 15,01 
»» 15,30 


Hydrierung. 

AuBerdem konnte durch Hydrierung des Chlorides mit 
Wasserstoff und Palladiumtierkohle und Fiallung mit Gold- 
chloridchlorwasserstotfsiure das Chloraurat des 7-Butyrobetains 
(4-Dimethylamino-butansiure(1)-methylbetain) erhalten werden. 
Blittchen. Schmelzp. 182—184°, was genau mit dem erwarteten 





iibereinstimmt. 
15,245 mg Substanz gaben 6,185 mg Au. 
15,360 mg » 6,235 meg ,, 
C,H,,NO,AuCl, 


Ber. Au 40,65°/, 
Gef. ,, 40,57 
»» 40,59 


Vergleich mit Crotonbetain aus Rindermuskel. 








Schmelzpunkte 
Ee oe 
synthetisches 


Produkt  uskelbase punkt 


Ceeereeeet.. 4-5 «ao 915—217 ° 215—217° 215—217° 








Athylester—Chloroplatinat 2938—225 {| 223—225 223—225 
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Da das synthetische Produkt und das aus dem Rinder- 
muskel gewonnene in den Ejigenschaften ibrer Salze vollig 
iibereinstimmen und die Mischungen der entsprechenden Salze 
keine Schmelzpunktssenkung ergeben, ist dadurch die Identitit 
der beiden und somit die Konstitution des Crotonbetains end- 
giiltig bewiesen. 

Mit dem Crotonbetain ist uns zum ersten Male ein natiir- 
lich vorkommendes ungesittigtes Betain bekannt geworden. 

Versuche iiber das biologische Verhalten dieser Base und 
der ihr nahe verwandten Korper sind noch nicht abgeschlossen. 


Diese Arbeit wurde durch die Notgemeinschaft der Deut- 
schen Wissenschaft unterstiitzt. 
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Uber die Einwirkung des Pepsins von Pflanzen- und 
Fleischfressern auf pflanzliche und tierische Eiweifk6rper. 


Von 
H. \Y. Vahiteich. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat in Berlin. 


Der Redaktion zugegangen am 11. April 1928.) 


Fiir Verdauungsversuche mit Pepsinsalzsiure werden im 
Laboratorium meist kiufliche Priparate von Pepsin verwandt 
oder man bereitet sich selbst nach alter Tradition einen Auszug 
aus der Magenschleimhaut vom Schwein. Das Pepsin aus der 
Magenschleimhaut anderer Tiere ist friiher auch auf seine 
Wirksamkeit untersucht und es ist behauptet worden, daB sich 
die peptischen Fermente der einzelnen Tierklassen voneinander 
in ihrer Wirksamkeit unterscheiden. Die Eiwei&kérper, die 
dem Pflanzenfresser zur Nahrung dienen, sind in bezug aui 
Art, Menge und Verkniipfung der einzelnen Aminosiuren ja 
auch wesentlich anders zusammengesetzt wie die tierischen 
KiweiBkérper, die die Nahrung des Fleischfressers bilden. 
Nach Klug!) und Wroblewski?) sollen selbst die bei Menschen 
und verschiedenen hdheren Tieren gefundenen Pepsine ver- 
schieden sein und auch Hammarsten®) und Rakoczy*4) halten 
das fiir wahrscheinlich. Allgemein angenommen ist die An- 
sicht bisher aber noch nicht; die geringen Unterschiede in der 
Verdauungsenergie der verschiedenen Priiparate haben wohl 
nicht iiberzeugend genug gewirkt. Man hat auch immer wieder 


') Pfliigers Arch. Bd. 60, 8. 70 (1895). 
*) Diese Zs. Bd. 21, 8.1 (1 
5) Diese Zs. Bd. 56, S. 18 ( 
4) Diese Zs. Bd. 85, 8. 3 
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den EKinwand gemacht, daB man das Ferment nicht unver- 
‘indert und vollig rein darstellen kénne: das sei aber zum 
Nachweis der Identitit durchaus erforderlich. 

Nun sind in der letzten Zeit Beobachtungen') gemacht 
worden, nach denen sich die Kinwirkung des Pepsins auf 
KiweiBkorper durch Bestimmung der frei werdenden Carboxyl- 
und Aminogruppen gut vertfolgen lat. Ich habe nun versucht, 
mit den gleichen Methoden, die in den eben erwihnten Arbeiten 
benutzt wurden, noch einmal der Frage nach der Identitat 
der Pepsine der verschiedenen Tierarten naherzutreten 

Als pflanzliche EiweiBkérper wurden Edestin aus Hant- 
samen benutzt, ferner Glutenin und Gliadin aus Weizen, als 
Vertreter der tierischen EiweiBkérper wurde Myosin gewiahlt. 
Die Eiwei8kérper waren nach den iiblichen Methoden dar- 
gestellt und gaben bei der Stickstoffbestimmung nach Kjel- 
dahl Zahlen, die mit den in der Literatur angegebenen Zahlen 
cut tibereinstimmten. Vom Glutenin wurde noch eine Sus- 
peusion hergestellt, da es sich gezeigt hatte, daB das getrocknete 
reine Protein so langsam verdaut wurde, da8 praktisch keine 
Entwicklung von Aminostickstoff in 4—6 Stunden stattfand. 
Da diese mangelhafte enzymatische EKinwirkung méglicherweise 
daran lag, daB der Eiweifkérper sich nicht in einer geniigend 
feinen Verteilung befand, wurde ein Quantum (lutenin in 
kalter verdiinnter Natronlauge gelést und die klare opales- 
zierende Liésung mit verdiinnter Salzsiiure vorsichtig wieder 
ausgefallt. Unter Benutzung von Methylrot als Indicator wurde 
ein UberschuB von Siure sorgfiltig vermieden. Der Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert, mit Wasser griindlich gewaschen, 
nach dem Absitzenlassen decantiert und wieder zentrifugiert, 
so daB zum SchluB ein dickes Magma erhalten wurde, das 
ohne weiteres Trocknen direkt fiir die Verdauungsversuche be- 
nutzt wurde. 20 ccm dieses Magmas enthielten 73,2 mg Stick- 
stoff; daraus wurde der Gehalt an Glutenin berechnet. 

Das Pepsin haben wir aus Pferdemagen und aus Hunde- 
magen in der iiblichen Weise hergestellt. Die Versuche wurden 

1) Diese Zs. Bd. 154, S. 21 (1926); Bd. 166, 8S. 84 (1927). 
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nun so angesetzt, daB einmal der Auszug aus dem Pferde- 
magen auf die pflanzlichen KiweiBkérper und das Myosin wurde 
einwirken gelassen und das andere Mal der Auszug aus Hunde- 
magen unter den gleichen Bedingungen auf die eben genannten 
HKiweibkorper. 

Es wurde bei allen Verdauungsversuchen ein konstantes 
Verhaltnis zwischen der Menge des EiweiBkérpers und dem 
Gesamtvolumen der Verdauungslésung eingehalten, gleichfalls 
eine konstante Knzymkonzentration. Das p,, am Anfang der 
Verdauung war bei allen EiweiBkérpern das gleiche und lag 
zwischen 1,45 und 1,65, also nahe am Optimum fiir die Pepsin- 
verdauung. Die Verdauungslésungen hatten mit Ausnahme 
der Gluteninsuspension folgende Zusammensetzung: 


wreteim « -. . 5. +» « s ss » DRS 
Enzymlosung. . . .. . . . 10,00 cem 
0,18°/, HCl-Lésung' . . . . . 40,00 ccm. 


Die Verdauungslésung mit der Gluteninsuspension hatte 
folgende Zusammensetzung: 


Gluteninsuspension. . . . . . . 20c¢em 
Enzymlésung . . ... .. . . 10ccm 
0,18°/, HCl-Lésung. . . . . . . 20 ccm. 


Alle Verdauungsversuche wurden bei 37° ausgefiihrt. Das 
Kdestin ging in der 0,18°/,igen Salzsiurelésung leicht in 
Lésung, die Myosinmischung war nach 24 Stunden bei 37° 
praktisch eine Loésung, nur das Gliadin und das Glutenin 
blieben unlédslich und bildeten einen Bodensatz wiihrend 
der ganzen Verdauungsperiode. In jedem Falle wurde die 
Verdauung 96 Stunden lang fortgefiihrt, weil es sich gezeigt 
hatte, dab zu dieser Zeit die enzymatische Wirkung praktisch 
aufgehért oder doch sehr langsam geworden war. 

Die Willstiitter- und van Slykebestimmungen wurden je 
an 5ccm der Lésungen ausgefiihrt, nachdem das unldsliche 
Protein abfiltriert worden war (mit Ausnahme vom Edestin, 
das schon vollig gelést war). Fir die Willstitterbestimmung 
wurden 100 ccm 96°/,iger Alkohol gebraucht, so daB die End- 
konzentration 85—90°/,iger Alkohol war. Ein Reihe von 
Titrationen wurden auch gemacht unter Benutzung von 98 bis 
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Tabelle L 




















; Verdauungen mit Pferdemagenschleimhautauszug. 
| - Aminostickstoff Aminostickstoff 
3S nach Willstitter nach van Slyke 
Eiweib- s | : A ne B Pat: 
stoft aA Gebrauch an ccm .& — A:B | 
E 0,1/n-NaOH 80.5 z 8 | 
” a b a—b < = c d e—d 
== = = 
Edestin 4 | 3,38 2,89 0,49 0,68 122 0,84 0,38 | 1,8 
241 343 2,89 | 0,54 | 0,76 | 1,30 0,84 0,46 | 1,7 | 
48] 3,54 289 0,65 0,91 | 1,53 | 0,84 | 0,69 | 1,3 
72] 3,56 289 | 0,67 | 0,94 | 1,56 0,84 | 0,72 | 1,3 
96 | 3.58 2,89 | 0,69 0,97 1,58 0.84 | 0,74 1,3 
Myosin 4} 3,23 | 2,32 | 091 | 1,28 | 1,10 , 0,58 | 0,52 | 25 
24] 3,44 | 232 | 1,12 | 1,57 | 1,36 | 0,58 | 0,78 | 20 
48 |] 3,64 2.32 | 1,82 | 1,85 | 1,55 0,58 | 0,97 | 1,9 
721 3,68 232 1,86 | 1,90 | 1,62 | 0,58 | 1,04 | 1,8 
96 | 3,70 | 2,382 | 1,88 | 1,98 | 1,68 | 0,58 | 1,05 | 1,8 | 
Gliadin | 4] 2,95 2,70 0,25 | 0,35 | 0,71 0,48 | 0,23 | 1,5 
241 3,05 2,70 0,35 | 0,49 | 0,79 0,48 | 0,81 | 1,6 
48) 3,12 2,70 0,42 | 0,59 | 089 0,48 | 0,41 } 1,4 | 
72 | 3,20 | 2,70 0,50 | 0,70 | 0,91 | 0,48 | 0,43 16 
96] 3,25 2,70 0,55 | 0,77 | 0,96 0,48 | 0,48 | 1,6 
120 | 3,28 2,70 0,58 | 0,81 0,99 0,48 | 0,51 | 1,6 


ee ee 


Glutenin 24] 2,95 | 2,71 | 0,24 | 0,83 | 0,73 | 0,48 | 0,25 +} 1,8 
48 | 2,99 2,71 0,28 | 0,39 0,77 | 0,48 | 0,29 | 1,3 





} | ' 

72] 3,03 | 2,71 0,82 | 0,45 | 0,80 0,48 | 0,32 | 1,4 

96 | 3,04 2,71 0,33 | 0,46 | 0,81 0,48 | 0,33 | 1,4 | 

120 | 3,04 | 2,71 0,33 | 0,46 0,83 0,48 | 0,385 | 1,8 

i | ‘ 

(+lutenin- 24] 2,99 | 2.90 0,09 0,13 0,59 0,51 | 0,08 1,6 
suspension} 48 | 3,04 2.90 0,14 0,20 | 0,66 0,51 | 0,15 | 1,8 


72] 314 2,90 0,24 0,34 | 0,79 0,51 0,28 | 1,2 
96 | 3,18 2,90 0.28 0,39 | 083 0,51 0,82 | 1,2 














a = Verdauungsliésung nach verschiedenen Verdauungszeiten. 
b= ‘ sofort, d. h. Anfangsbestimmungen. 
c = wie a. 
d = wie b. 
Gebrauch an 0,1/n-NaOQH war in jedem Fall fiir 5,00 cem Lésung. 
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Tabelle II. 





Edestin 


Myosin 


Gliadin 


Glutenin 


Glutenin- 
suspension 





Se 
HI 


C= 


d = 


Gebrauch an 0,1/n-NaOH war in jedem Fall fiir 5,00 ceem Lisung. 


Nach Stunden 


24 
48 
2 


96 





Aminostickstoft 
nach Willstitter 
A 


Gebrauch an ecm 
0,1/n-NaOQH 


a b a—b 





3,41 3,66 | 0,35 
55 «8,06 | 0,49 
66 3,06 0,60 
72 | 806 | 0,66 
76 3,06 | 0,70 


3,42 2,46 | 0,96 
3,65 2,46 | 1,19 
3,76 2,46 | 1,30 
3,87 | 2.46 | 1,41 
3,89 2,46 | 1,48 


8,01 2,80 | 0,21 
3,17 | 2,80 | 0,37 
3,26 2,80 0,46 
3,37 2,80 0,57 


3,39 280 | 0,59 
2,97 | 2,79 | 0,18 
8,11 | 2,79 | 0,82 
3,17 2,79 | 0,38 
3,26 2,79 | 0,47 
3,30 2,79 | 0,51 
3,14 | 2,97 | 0,17 
3,26 2,97 | 0,29 
3,36 2,97 | 039 
3,39 2,97 | 0,44 


mg 
Amino- 


stickstofft 


0,49 
0,69 
0,84 
0,98 
0,98 


1,34 
1,67 
1,82 
1,97 
2.00 


0,29 
0,52 
0,64 
0,80 
0,83 


0,25 
0,45 
0,53 
0,66 
0,71 


0,24 
0,41 
0,55 


0.57 








Aminostickstoft 


nach van Slyke 


1,40 
1,58 
1,60 
1,61 


0,68 
0,79 
0,92 
0,98 
1,01 


0.68 
0,79 
0.85 
0,92 
0,94 


0,68 
0,54 
0,93 
0,95 


B 


In mg 


“ 


- 


So fom) —) 7 = 
—b of ul at od 
ow qo Ww @w 





0,45 
0,47 


0.18 
0.34 
0.43 
0,45 


Verdauungslésung nach verschiedenen Verdauungszeiten. 
m sofort, d. h. Anfangsbestimmungen. 


wie a. 


wie b. 
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99°/ igen Alkohol bei Beginn, so daB die KEndkonzentration nahe 
bei 90°/, war, aber es konnte kein Unterschied in den Re- 
sultaten beobachtet werden. Zur Kontrolle der Methoden 
diente eine Glykokollésung von bekanntem Gehalt. Nach 
Willstatter ergab sich ein Resultat von 98—100°/, der be- 
rechneten Menge von Glykokoll, nach van Slyke iiberein- 
stimmend mit den Literaturangaben ein solches von 105 bis 
106 °/,. 


Diskussion der Resultate. 


Die Zahlen zeigen deutlich, daB der Verlauf der Pepsin- 
verdauung, wie er durch das Freiwerden von Carboxyl- und 
Aminogruppen sich manifestiert, fiir jedes Protein fast der- 
selbe ist, mag man nun das Pepsin aus dem Magen eines 
Ptlanzenfressers oder eines Fleischfressers einwirken lassen. 
Das Pepsin aus Pferdemagen wirkt in derselben Weise auf 
Edestin, z. B. wie das Pepsin aus Hundemagen. Das gleiche 
ist der Fall beim Myosin. Die Verdauungsansitze mit Gliadin 
und Glutenin zeigten eine deutlich geringere Entwicklung von 
Amino-N als die mit Edestin und Myosin. Da dies nun 
méglicherweise in der leichteren Léslichkeit des Edestins und 
der besseren Quellbarkeit des Myosins begriindet war, inso- 
fern als diese eine gréBere Oberfliche fiir den Angriff des 
Fermentes boten, so konnte erwarten werden, daf die Resultate 
besser wirden, wenn man auch sehr fein verteiltes Gliadin 
und Glutenin benutzte, das nicht vorher zu festen hornigen 
Massen getrocknet worden war. Selbst wenn diese trockenen 
KiweiBstoffe auf das feinste pulverisiert wurden, war ihre An- 
griffsfliche fiir Pepsin doch vielleicht nicht so grob wie die 
des frisch gefillten KiweiBkérpers. Aber die Zahlen fiir die 
Ansiitze mit dem Gluteninmagma zeigen eine noch ein wenig 
geringere Entwicklung von freien Aminogruppen und Carboxyl- 
gruppen als das getrocknete Glutenin. Zu einem Teil mag 
das an der etwas geringeren Menge von EiweiSkérpern bedingt 
sein, die in der Verdauungslésung waren (73 mg Gesamt-N in 
20 ccm Magma und 85 mg Gesamt-N in 0,500 g Glutenin, 
trocken). Aber es ist doch wohl wahrscheinlicher, da& die 
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geringere Entwicklung freier Gruppen in den Gliadin- und 
Gluteninansitzen seinen Grund darin hat, daB aus irgendeiner 
unbekannten Ursache die Enzyme nicht fahig sind, diese 
KiweiBkérper in gleicher Weise wie die anderen EiweiBkoérper 
anzugreifen. Ks ist ja auch seit langem bekannt, das pflanz- 
liche EKiweiBkérper im allgemeinen von Pepsin schwerer an- 
gegriffen werden als tierische. 

Der Zuwachs an Amino-N, berechnet aus dem Zuwachs 
der nach Willstitter titrierbaren Carboxylgruppen, war immer 
gréBer als der nach der Methode von van Slyke gefundene. 
Da dies bei den Verdauungslésungen méglicherweise seinen 
Grund in der zugesetzten Knzymlésung haben konnte, so 
wurden auch die beiden Verdauungslésungen, die aus den 
Magenschleimhiuten gewonnen worden waren, untersucht; aber 
auch hier wurde wie bei der Glykokollésung ein Verhiltnis 
COOH:NH, gefunden, das eher etwas kleiner als 1:1 war. 

5,00 com der Knzymlésung aus Pferdemagen in 100 ccm 
neutralem 97°/,igem Alkohol brauchten 4,40 ccm 1/10 n- 
Natronlauge. 

5,00 ccm derselben Liésung in Wasser brauchten 3,43 ccm 
n/10-Natronlauge. Unterschied = 1,17 ccm = 1,64 mg N. 

Die van Slykebestimmung ergab 1,78 mg Amino-N fiir die 
gleiche Menge (5 ccm) der Enzymlésung. 

Ahnliche Resultate wurden am Hundemagenauszug er- 
halten, so daB die Zahlen fiir die freiwerdenden Carboxyl- 
gruppen eigentlich noch etwas gréBer sind, wie es sich aus 
der Tabelle ergibt. 


Ergebnisse. 


1. Ks wird gezeigt, daB die Verdauung sowohl von pflanz- 
lichem wie auch tierischem Kiweif in gleicher Weise mit dem 
Pepsin aus dem Magen eines Pflanzenfressers, wie eines Fleisch- 
fressers vor sich geht. Hiernach muB8B man schlieBen, daB das 
Pepsin in beiden Tierklassen das gleiche ist. 

2. Die Fihigkeit des Pepsins, Eiweifkérper anzugreifen, 
hiingt nicht so sehr von den Kigenschaften des Proteins (Lés- 
lichkeit, Grad der Verteilung) ab als von anderen Faktoren. 
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3. Nach der Methode von Willstatter ergibt sich durch- 
weg eine gréBere Anzahl von freiwerdenden Carboxylgruppen 
bei der Verdauung als von Aminogruppen, die nach van Slyke 
bestimmt werden. Das Verhiltnis COOH:NH, ist bei den 
einzelnen Hiwei8kérpern ein verschiedenes. 

Zusatz: Mit Riicksicht auf die letzte Schlu&folgerung sei 
die Bemerkung gestattet, daB gerade iiber diesen Punkt be- 
dauerlicherweise in der neueren Literatur keine Ubereinstim- 
mung besteht. Kine Reihe von Bearbeitern!) des gleichen 
Themas haben gefunden, daB das Verhiltnis der freiwerdenden 
COOH-Gruppen, nach Willstaitter bestimmt, zu den Amino- 
gruppen, nach van Slyke bestimmt, gleich 1:1 ist. Zu dem- 
selben Resultat kommt auch Sorensen mit seinen Mitarbeitern 
unter Benutzung einer neuen Methode zur Bestimmung der 
NH,-Gruppen, die wir leider nicht mehr haben anwenden 


kénnen und die fiir den vorliegenden Hauptzweck — eine ver- 
gleichende Untersuchung — uns auch nicht mehr notwendig 
erschien. 


Uns kam es nur mit Riicksicht auf unser Thema darauf 
an, die Kinwirkung verschiedener Pepsine auf tierisches und 
pilanzliches KiweiB untereinander zu vergleichen. Wir haben 
uns natiirlich bemiiht, die Methoden aut ihre Zuverlassigkeit 
zu priifen und es wurde eine grofe Zahl von Kontrollanalysen 
gemacht, um unsere Zahlen so zuverlissig wie méglich zu 
gestalten. Als Beispiel sei die Einwirkung von Hundemagen- 
pepsin auf Edestin herausgegriffen: 

1. Willstiittertitration. Sofort nach dem Zusatz der Enzym- 
lésung erforderte die Kiweiblésung (in 0,18°/, HCl) in Teilen 
von 5ccem: 3,20—3,24 ccm n/10-NaOH in jeder von sechs ver- 
schiedenen Paaren von Bestimmungen (also im ganzen in 12 
verschiedenen Titrationen), Dieselbe Lésung wurde nun sofort 
auf 37° gebracht, 4 Stunden im Brutschrank gelassen und 
wieder titriert. Jetzt erforderten 5 cem 3,55—3,61 eem u/10C- 
NaOH in jeder yon sechs verschiedenen Paaren von Bestim- 
mungen (wieder 12 verschiedene ‘litrationen). 





') Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 171, $8. 70 (1927); Seren- 
sen u. Mitarbeiter, Diese Zs. Bd. 174, 251 (1928). 


OSPR ERO RS RRO ee ea ARR AB 


Oise slat ergenn . 


sale NAN NE 2a, TM PON ea Ram Sohn 





V6 


230 Vahliteich, Einwirkung des Pepsins von Pflanzenfressern usw. 


2. Van Slykebestimmungen. Diese wurden an den gleicher 
Lésungen wie die Acidititsbestimmungen ausgefiihrt. Sofort 
nach dem Zusatz der Pepsinlésung wurden 5 ccm-Portionen 
der Analyse unterworfen. Sie gaben eine Menge von 0,9i) 
(+ 0,04) mg Aminostickstoff, wihrend 4 Stunden spiter nach 
der Bebriitung bei 37° 1,31 (+ 0,02) mg Aminostickstoff er- 
halten wurden. Von diesem Wert ist 0,17 mg abzuziehen als 
Wert, der dem durchschnittlichen ,, Leerwert‘‘ unserer Reagentien 
entsprach. 

Wir glauben, daB gerade die van Slykebestimmungen be- 
sonderer Sorgfalt bediirfen, um richtige Resultate zu liefern. | 
In oft wiederholten Versuchen an bekannter Substanz haben | 
wir uns bemiiht, die Technik beherrschen zu lernen und zu- 
verlissige Werte zu erhalten. Wir haben z. B. gefunden, dab 
es zweckmaBig ist, die Reaktion bis zur Entwicklung eines 
bestimmten Volumens Gas, z. B. bis zur 40 ccm-Marke an der 
Gasbiirette, gehen zu lassen und nicht mehr als 10 Bestim- 
mungen mit derselben alkalischen Permanganatlésung aus- 
zufihren. Die Reaktionszeit ist meist 3—5 Minuten; 2 bis 
8 Minuten wurde mit der alkalischen Permanganatlésung ge- 
schiittelt und bei jeder Analyse wurde nach dem Ablesen des 
Gasvolumens noch einmal ?/,—1 Minute lang mit alkalischer 
Permanganatlésung geschiittelt, dann noch einmal das Gas- 
volumen abgelesen und sich von der Konstanz des Volumens 
iiberzeugt. 

Zum SchluB sei auf eine Arbeit von J. Weber!) verwiesen; | 
hier sind mit elektrometrischen Methoden die gleichen Re- 
sultate erhalten worden, die in diesem Laboratorium gefunden 
worden sind. Auch in diesem Laboratorium sind schon vor 
einiger Zeit solche elektrometrischen Bestimmungen ausgefiihrt, 
die ein gleichsinniges Resultat ergeben haben. Sie werden 
demniichst veréffentlicht werden. 

Ks muB weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben 
herauszufinden, wo die Ursache fiir die verschiedenen Resultate 
der einzelnen Untersucher hegt. | 





ee 





') Diese Zs. Bd. 172, 8S. 1 (S. 33 besonders) (1927). 




















Der zeitliche Verlauf der Milchsadurebildung bei der 
Muskelkontraktion. 


Il. Mitteilung. 
Von 


G. Embden und E. Lehnartz. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. April 1928.) 


Vor kurzem haben wir eine Untersuchungsreihe veréffent- 
licht, in der wir die beiden Musculi semimembranosi des gleichen 
Frosches bei gleicher Belastung und unter Verwendung indi- 
rekter Reizung die gleiche Anzahl von Zuckungen ausfihren 
lieBen.!) Aus Kontrollversuchen ergab sich, daB bei der ge- 
troffenen Anordnung sowohl beim Aufenthalt beider Muskeln 
in Sauerstoff wie auch bei ihrer Reizung in Wasserstoff der zum 
Schlub beobachtete Milchsiiuregehalt nahezu gleich war. Wurden 
beide Versuche in Sauerstoff vorgenommen, so war auch der 
beiderseitige Sauerstoffverbrauch fast identisch. 

Die Arbeitsleistung blieb auch dann annihernd die gleiche, 
wenn der eine der beiden Muskeln aerob, der andere anaerob 
gereizt wurde. Wurde im letzteren Falle fiir den Sauerstoft- 
muskel der Sauerstoffverbrauch wiihrend der Arbeitsperiode 
bestimmt und sowohl im aeroben, wie im anaeroben Muskel 
der Milchsiuregehalt unmittelbar nach Abschlub der Arbeit 
ermittelt, so war es méglich, den Mehrgehalt des anaeroben 
Muskels an Milchsiiure zu dem Sauerstoffverbrauch des aeroben 
in Beziehung zu setzen. 

Hill und Meyerhof haben die Hypothese entwickelt, daB 

1) Embden, Lehnartz u. Hentschel, Diese Zs. Bd. 165, 8. 255 
(1927). 
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die wihrend der Zuckung freiwerdende Energiemenge ihrem 
ganzen oder annihernd ihrem ganzen Betrage nach der exo- 
thermen Umwandlung von Kohlenhydrat in Milchsiiure und 
daran sich anschlieBenden Neutralisations- und Entiovisierungs- 
prozessen entstammt. Diese Hypothese kano nur zutrefien, ' 
wenn die gesamte oder fast die gesamte Steigerung der 
Milchsiurebildung wihrend einer Reihe aufeinander folgender 
Zuckungen ausschlieBlich im Zuckungsaugenblick erfolgt, weil 
sonst die Exothermie der Milchsiurebildung und der an sie 
sich anschlieBenden weiteren exothermen Prozesse vollig un- 
zureichend zur Erklarung der tatsichlich becbachteten initialen 
Wirmebildung wire. Von Weizsicker hat dargetan, daf 
der Betrag dieser initialen Wirmebildung von der Sauerstofi- 
versorgung unabhingig ist.!) Eine solche Unabhingigkeit ist, 
wie wir friither ausfithrten, nur dann méglich, wenn die wihrend 
der Zuckung, also wihrend der Periode der initialen Wirme- 
bildung auftretende Milchsiiuremenge ebenfalls von der Sauer- 
stoffversorgung unabhingig ist. 

Wenn die gesamte Steigerung der Milchsiiurebildung bei 
der Arbeit wirklich im Zuckungsaugenblick erfolgt, und wenn 
sie unter aeroben und unter anaeroben Bedingungen gleich ist, 
so kénnen unter sonst gleichen Verhiltnissen die Unterschiede 
im Milchsiuregehalt eines in Sauerstoff und eines in Stickstotif 
arbeitenden Muskels nur durch nachtriigliches Verschwinden von 
Milchsiure aus dem Sauerstoffmuskel bedingt sein. Dieses Ver- 
schwinden von Milchsaéure in Sauerstoff wird, wie wir seit den 
Untersuchungen Meyerhofs an isolierten Froschmuskeln wissen, 
zum Teil durch Verbrennung der Milchsiure, zum Teil durch 
ihre Resynthese zu Kohlehydrat bewirkt.?) Das Verhiltnis der 
iiberhaupt verschwindenden Milchsiure zu der aus der Messung 
des Sauerstoffverbrauchs ermittelten Menge der verbrannten 
Milchsiure ist von Meyerhof als Oxydationsquotient bezeichnet 
worden. Dieser Oxydationsquotient ist zwar keineswegs eine 
Konstante, aber die beobachteten Schwankungen liegen stets 


') Jl. of Physiol. Bd. 48, S. 396 (1914); Sitzungsber. d. Heidelberger 
Akad. d. Wissenseh., mathem.-naturw. KI., Abt. B, 2 (1917). 
*) Pfliigers Arch. Bd. 182, 8. 284 (1920); Bd. 185, S. 11 (1920). 
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innerhalb gewisser Grenzen, nach einer neuerlichen Angabe 
yon Meyerhof?!) im Durchschnitt um 4 herum mit Schwan- 
kungen zwischen 3 und 5,5. 
Von dieser GréBenordnung mute nach unseren Anschau- 
ungen in unseren Versuchen auch der Quotient: 
Milchsiuremehrgehalt im Wasserstoffmuskel 
Verbrannte Milchsiiure im Sauerstotfmuskel 
sein, wenn wirklich der Unterschied im Milchsauregehalt der 
beiden Muskeln nur durch nachtrigliche Milchsiurebeseitigung 
im aeroben Muskel verursacht war. ‘Tatsichlich fanden sich 
aber in der iiberwiegenden Mehrzahl der von uns angestellten 
Versuche — dabei in simtlichen wahrend der Herbstmonate 
vorgenommenen — Quotienten, die den von Meyerhof beob- 
achteten Maximalwert weit iiberschritten. 

Wir suchten in unserer friiheren Arbeit diesen Befund 
durch die Annahme zu erkliren, da bei der anaeroben Arbeit 
nicht nur das Verschwinden der gebildeten Milchsiure aus- 
bleibt, sondern auch wesentlich mehr Milchsiure ais bei aerober 
Arbeit entsteht. Angesichts der oben erwiihnten Gleichheit 
der initialen Wirmebildung unter aeroben und unter anaeroben 
Bedingungen konnte diese Mehrbildung von Milchsiure im 
anaeroben Muskel nach unserer bereits oben erwahnten Aut- 
fassung nur in den Pausen zwischen den Kontraktionen er- 
tolgen. 

(Jegen die oben wiedergegebene Deutung unserer Ver- 
suche haben Meyerhof?) sowie Meyerhof und Schulz?) eine 
Reihe von Kinwiinden erhoben, die zum ‘l'eil mehr theoretischer, 
zum Teil experimenteller Art sind. So meinen Meyerhot und 
Schulz, daB selbst, wenn unsere Deutung zutriife, dab unter an- 
aeroben Bedingungen bei der Tiitigkeit mehr Milchsiure gebildet 
wiirde als unter aeroben, daB man daraus auf den Ablauf der 
Vorgiinge unter aeroben Bedingungen keine SchluBfolgerungen 
zichen kénne. In der Tat war es uns darum zu tun, die 
V organge unter anaeroben Bedingungen und insbesondere auch 


* Pfliigers Arch. Bd. 217, 8. 549 (192 
*) Klin. Wochenschr. Bd. 6, S. 1219 


7) 
(192 7). 
3) Pfliigers Arch. Bd. 217, 8. 547 (1927). 
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den zeitlichen Verlauf der Milchsiurebildung bei anaerober 
Arbeit naiher zu analysieren. Soweit uns bekannt geworden 
ist, nehmen Hill und Meyerhof an, daB auch unter an- 
aeroben Bedingungen die im Kontraktionsmoment freiwerdende 
Energie eben der Milchsiurebildung und den oben erwiihnten 
daran sich anschlieBenden exothermen Prozessen entstammt, 
und wir suchten den Nachweis zu fihren, daB fiir anaerobe 
Verhiiltnisse diese Knergiequelle deswegen nicht ausreicht, weil 
ein groBer Teil der Milchsiurebildung in den Pausen zwischen 
den Zuckungen erfolgt. Selbstverstiindlich kénnen unsere Be- 
funde und die ihnen von uns gegebene Deutung nicht ohne 
weiteres auf den sauerstoffversorgten Muskel iibertragen werden, 
aber es scheint uns fast sicher, daB angesichts der Unab- 
hingigkeit der initialen Warmebildung von der Sauerstofiver- 
sorgung auch die wihrend der Zuckung gebildete Milchsiure- 
menge von der Sauerstoffversorgung unabhingig ist, d. h. aiso, 
daB auch unter aeroben Bedingungen keine gré8ere initiale 
Milchsiurebildung als unter anaeroben erfolgt. Dementsprechend 
kann die im sauerstoffversorgten Muskel wiithrend der Zuckung 
eintretende Milchsiiurebildung samt den daran sich anschlieBen- 
den Prozessen noch weit weniger zur Deckung der initialen 
Wirmebildung ausreichen, als es schon nach den Untersuchungen 
von Hill und Meyerhof der Fall ist. Wir sehen zwar nicht, 
wie Meyerhof und Schulz!) meinen, die Gréf8e der initialen 
Wirme als Mab der gleichzeitig entstandenen Milchsiiure an, 
wir glauben aber, daB angesichts der Gleichheit der initialen 
Wiirmebildung unter aeroben und anaeroben Bedingungen auch 
derjenige Anteil dieser Wiirmebildung, der auf die Milchsiure- 
bildung entfillt, mit gréBter Wahrscheinlichkeit als gleich an- 
genommen werden darf. 

Wir kénnen den genannten Autoren auch nicht zustimmen, 
wenn sie meinen, daB die von uns gewonnenen Ergebnisse 
ohne weiteres mit den ,Messungen von Hill, Hartree und 
Furusawa?) unvereinbar sind. Denn die Ergebnisse myo- 





1) a. a. O. S. 570. 
*) Hartree u. Hill, Jl of Physiol. Bd. 58, S. 135 (1923); Furu- 
sawa u. Hartree, ebenda Bd. 62, 8S. 203 (1927). 
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thermischer Untersuchungen geben selbstverstiindlich stets nur 
Wirmebilanzen wieder, und an sich exotherme Prozesse wihrend 
der Pausen zwischen den Kontraktionen kénnten sehr wohl 
durch gleichzeitig erfolgende endothermische — chemische oder 
physikalische — Vorgiinge verdeckt werden. 

Meyerhof sowie Meyerhof und Schulz fiihren die von 
uns beobachteten hohen Werte fiir den Quotienten 

Milchsiuremehrgehalt im Wasserstoffmuskel 

Verbrannte Milchsiiure im Sauerstofimuskel 
aut einen bestimmten Fehler in unserer Versuchsanordnung 
zuriick. Sie glauben niimlich, dai der Sauerstoffverbrauch und 
damit der Nenner des eben erwihnten Quotienten zu gering 
gefunden wurde, weil angesichts der Dicke der verwandten 
Muskeln der im aervb arbeitenden Muskel verbrauchte Sauer- 
stoff nicht mit geniigender Geschwindigkeit aus der Umgebung 
nachdiffundieren konnte und somit ein Teil des tatsiichlich 
verbrauchten Sauerstofis der Messung entging. 

Wir wollen hier zuniichst davon absehen, dab die genannten 
Autoren unseren Versuchen Muskelgewichte und damit auch 
Muskeldicken zugrunde legen, die wesentiich zu hoch sind (das 
Gewicht der in der genannten Arbeit verwandten Muskeln be- 
trug durchschnittlich 0,835—0,4 g), sco daB auch bei Anwendung 
der von ihnen angewandten Formel der von Meyerhof und 
Schulz fiir unsere Versuche errechnete Fehler erheblich zu 
hoch erscheint. Wir wollen ferner davon absehen, dab, falls 
wirklich in unseren Versuchen ein Teil des Muskelinnern anaerob 
arbeitete, nicht nur ein zu niedriger Sauerstoffverbrauch ge- 
messen wurde, sondern auch eine Erhéhung der Milchsiure- 
bildung erfolgen muBte. Hierdurch muBte nicht nur der Nenner, 
sondern auch der Ziihler unseres Quotienten vergréBert werden, 
und es ist von vornherein kaum zu iibersehen, ob ein Fehler 
der von Meyerhof angenommenen Art den Quotienten im 
Sinne einer Steigerung oder aber im Sinne einer Minderung 
beeinfluBt. 

Jedoch selbst die Stichhaltigkeit des Meyerhofschen Ein- 
wandes vorausgesetzt, michten wir glauben, dab jedenfalls die 
von Meyerhof und Schulz getroffene Versuchsanordnung 
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durchaus ungeeignet ist, die vorliegende Frage zu entscheiden. 
Wir fihrten in unserer friitheren Arbeit aus, daB die Steige- 
rung des Quotienten 

Milchsiiuremehrgehalt im Wasserstoffmuskel 

Verbraunte Milchsaéure im Sauerstoffmuskel 
eine gerade fir die Arbeit charakteristische Erscheinung ist. 
uid es kann nicht wundernehmen, da8 die Quotienten ab- 
sinken, wenn man, wie Meyerhof und Schulz es tun, die 
Arbeitsperioden mit langen Ruheperioden vermengt, nach unserer 
Auffassung also Zeiten mit hohen ,,Oxydationsquotienten“, mit 
solchen niederer, einerlei, ob man hierbei auf relativ rasch 
aufeinanderfolgende Zuckungen eine lingere, zusammenhangende 
Ruhepause folgen laBt, oder ob man die Pausen zwischen den 
einzelnen Zuckungen so grof wahlt, daB die fiir den ruhenden 
Muskel charakteristischen niedrigen Quotienten die fiir den 
tiitigen eigentiimlichen hohen Quotienten rechnerisch im Sinne 
der Herabminderung beeinflussen. 

Die vorliegende Frage kann nur durch eine Methodik 
entschieden werden, die in einwandfreier Weise Sauerstofi- 
verbrauch und Milchsiiurebildung waihrend einer Zuckungs- 
periode, in der die einzclnen Zuckungen geniigend rasch auf- 
einanderfolgen, zu messen gestattet. Wir haben daher eine 
Reihe neuer Versuche vorgenommen, in denen wir einen 
Muskel von so geringer Dicke verwandten, daB auch bei dem 
maximalen iiberhaupt in Betracht kommenden Sauerstoff- 
verbrauch in seinem Inneren niemals Sauerstoffmangel auf- 
treten kann, und daher auch der von Meyerhof und Schulz 
zur Krklirung unserer Versuche angenommene Fehler villig 
ausgeschlossen ist. Kin derartig diinner Muskel ist der 
M. Sartorius, dessen Dicke in unseren Versuchen 1 mm kaum 
iiberschritt. Nach der auf diesen Muskel anwendbaren 
Warburgschen Formel fiir Gewebsstiicke mit parallelen 
Klichen wiirde der Diffusionsausgleich bei Verwendung von 
reinem Sauerstoff auch dann noch dauernd vollkommen sein, 
wenn der Sauerstofiverbrauch pro Gramm und Stunde 600 cemm 
hetrigt, also eine nur ganz ausnahmsweise vorhandene GréBe 
erreicht. 








Nn. 


Zeitlicher Verlauf der Milchsiurebildung bei der Muskelkontraktion. 237 


Methodik. 
Die Sauerstoffmessung konnte durch entsprechende Verkleinerung 
der AtmungsgefiiBe auch fiir Muskeln yon nur 0,1 g — und noch etwas 


weniger —- geniigend genau gestaltet werden. GréBere Schwierigkeiten 
schien uns von vornherein die Bestimmung der sehr geringen Milch- 
siuremengen zu bieten. Doch ergab sich bald, daB unter Verwendung 
der ausgezeichneten, von Friedemann, Cotonio und Shaffer’) 
angegebenen methodischen Verbesserung, die bekanntlich im Zusatz 
von etwas Manganosulfat zu der zu oxydierenden Milchsiiurelésung be- 
steht, auch Milchsiuremengen von 20 Mikrogramm sich mit gréBter 
Genauigkeit (Fehler + 2°/,) bestimmen lassen, wenn man das von 
Firth-Charnassche Milchséurebestimmungsverfahren mit den von 
Hirsch-Kauffmann’), sowie von Embden’) beschriebenen Modi- 
fikationen anwendet. Eine bei Bestimmung so geringer Milchsiiure- 
mengen modgliche Fehlerquelle, die durch die Gummistopfen bedingt ist, 
konnte neuerlich von Lehnartz ebenfalls vollkommen durch Verwen- 
dung von Glasschliffapparaten ausgeschaltet werden.4) Auch Apparate 
mit Gummistopfen liefern iibrigens durchaus zuverlissige Werte, wenn 
sie dauernd in Benutzung sind und durch Kontrollbestimmungen mit 
bekannten Milchsiuremengen iiberwacht werden. Die Versuche der yor- 
liegenden Arbeit wurden noch unter Verwendung von Gummistopfen 
vorgenommen. 

Wie in den friiher am Semimembranosus angestellten Versuchen 
erfolgte auch in denen der vorliegenden Arbeit die Reizung stets 
indirekt. Die Versuche wurden ausnahmslos an Temporarien yor- 
genommen. Die Priiparation des iiberaus feinen, den Sartorius ver- 
sorgenden Nervenastes gelang nach einiger Ubung ohne weiteres. Der 
Nerv wurde im Zusammenhang mit dem Plexus lumbo-sacralis pri- 
pariert. Bei geeigneter Technik -— sorgfiiltige Entfernung der den 
Nerven bedeckenden Muskeln — braucht der Nery wiihrend der Prii- 
paration kaum beriihrt zu werden. Nach der Priiparation wurden die 
Muskelpraparate mit Ringerlésung abgespilt, mit Filtrierpapier vor- 
sichtig abgetupft und durch starke Seidenfiiden an den Elektroden be- 
festigt. Der obere Seidenfaden wird hierbei an einem kleinen Stiickehen 
des mitpriiparierten Beckenknochens, der untere an der Endsehne des 
Muskels befestigt. Bei geschicktem Vorgehen bewirkt das Zuschniiren 
der Seidenfiiden keinerlei Zuckung. Anders wie in unserer vyoran- 
gegangenen Arbeit lieBen wir in der vorliegenden die Muskeln nicht 


' Jil. of Biol. Chem. Bd. 73, S. 335 (1927). 
*, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924). 
’} Diese Zs. Bd. 143, S. 297 (1925). 
‘) Derartige Apparate werden von dem Glasbliiser Otto Kiihner, 
Frankfurt, Chemisches Institut, Robert Mayerstr., angefertigt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXYVI. 16 
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isutonisch, sondern isometrisch zucken, einmal, um in einwandfreier 
Weise die Leistung zu messen und dann vor allem, weil so die Atmungs- 
gefiBe kleiner gestaltet werden konnten als bei Verwendung isotonischer 
Hebel mit dem sich stark bewegenden Hebelarm. 

Die benutzten AtmungsgefiBe sind von ovalem Querschnitt und 
besitzen bei einer Linge von 5cm ein Volumen von 17 ecm. In den 
Schliff jedes AtmungsgefiBes paBt ein Schliffkopf, der an seinem oberen 
Ende einen Schliffansatz zur Verbindung mit dem Barcroftmanometer 
triigt. An diesen Schliff ist ein diinnes Glasrohr angesetzt, das bis zu 
dem unteren Rande des Schliffkopfes reicht; durch dieses stehen der 
Gasraum des Manometers und des AtmungsgefiBes miteinander in Ver- 
bindung. In dem Siegellack, mit dem der Schliffkopf im iibrigen aus- 
gegossen ist, sind ein starker Messingbiigel und eine Messingstange be- 
festigt. Auf der Messingstange ist eine verschiebbare Ose angebracht, 
die der Befestigung des einen Muskelendes dient. Die Feder des Hebels 
ist beiderseits aut den starken Messingbiigel aufgenietet. Simtliche 
Metallteile sind gut mit Schellack tiberzogen. Die Reizung erfolgt 
mittels zweier in den Schliffkopf eingeschmolzenen Platinelektroden, die 
ziemlich tief ins Innere des Gefi®es hinabreichen. 

Der anaerobe Muskel befand sich in allen Versuchen in Stickstoff, 
der aus einer Bombe entnommen wurde, und mit Pyrogallol, Natrium- 
hyposulfit und Kupfersulfat gewaschen war. 

Nach Abschlu8 der Reizung wurden mit einem kurzen Scheren- 
schlag die fadentragenden Sehnen und Knochenenden entfernt, und die 
Muskeln in fliissiger Luft fixiert. Die so fixierten Muskeln wurden mit 
gréBter Beschleunigung zur Ermittlung des Gesamtmuskelgewichtes auf 
der Torsionswage gewogen und dieses Gewicht der Berechnung des 
Sauerstoffverbrauches pro Gramm zugrunde gelegt. Die Gewichtsunter- 
schiede beider Muskeln waren nur geringfiigig, auch wenn der eine der 
Muskel aerob, der andere anaerob gearbeitet hatte. Das durch Zer- 
stoBen in fliissiger Luft erhaltene Muskelpulver wurde genau wie in 
den friiheren Versuchen weiter verarbeitet. Natiirlich wurde das durch 
Wiigung in Salzsiiure ermittelte Muskelgewicht der Berechnung der 
Milehsiiurewerte zugrunde gelegt. 


Versuchsergebnisse. 


Wir haben zunichst genau wie in unseren friiheren Ver- 
suchen am Semimembranosus auch mit den Sartorien eine 
Reihe von Kontrollversuchen vorgenommen. 

Da wir ebenso wie in der friiheren Arbeit auch in den 
Hauptversuchen der vorliegenden den Sauerstotimuskel vor der 
Reizung etwa 1 Stunde im sauerstoffgefiillten, den Stickstoff- 
muskel gleich lange im stickstoffgefiillten Barcroftapparat aut- 


| 





A 


Zeitlicher Verlauf der Milchsiurebildung bei der Muskelkontraktion. 239 


bewahrten, haben wir zunichst untersucht, inwieweit eine der- 
artig verschiedene Vorbehandlung den Milchsiuregehalt be- 
einfluBt. 


Tabelle I. 


Milchsiuregehalt nach 1stiindigem Hingen in O, bzw. N,. 




















{ 2  * | 4 5 | 6 | 7 
Tempe- O,-Muskel N,-Muskel 
P Datum eee paiees bin’ , ‘cit RS SIR a a 
Nr. ratur Ge-  Milch- Ge- | Milch- 
wicht in | siure in| wicht in | siure in 
1927 ’ £ "Io i | °| 0 
1 2. 11. 15,5 0,137 | 0,035 0,138 | 0,034 
17. 11. 14 0,168 | 0,020 0,155 | 0,025 
17. 11. 14 0,131 | 0,020 0,147 | 0,025 











In Tab. I sind die drei von uns ausgefiihrten Versuche 
zusammengestellt. Wie aus einem Vergleich der Reihen 5 
und 7 hervorgeht, sind die durch die verschiedene Vorbehand- 
lung bedingten Unterschiede nur sehr geringfiigig; in Versuch 1 
stimmt der Milchsiuregehalt des Sauerstoff- und des Stickstoff- 
muskels iiberein, in Versuch 2 und 3 ist ein Mehrgehalt des 
Stickstoffmuskels von 0,005°/, vorhanden, was fiir die weiter 
unten zu schildernden Hauptversuche praktisch bedeutungs- 
los ist. 

Tab. I] enthilt 5 Versuche, in denen beide Muskeln im 
gleichen Stromkreise gleich oft entweder in Sauerstoff (Ver- 
suche 4 und 5) oder in Stickstoff (Versuche 6—8) gereizt 
wurden. Kin Vergleich der Kolonnen 6 und 9 ergibt fiir die 
Sauerstoffmuskeln niedrige und in den beiden Parallelversuchen 
gut tibereinstimmende ,,Ruhewerte“. In diesen beiden Ver- 
suchen wurden die Muskeln mit 180 Reizen in 30 Minuten 
gereizt, eine Reizart, die auch in saimtlichen Hauptversuchen 
zur Anwendung gelangte. In den Reihen 7 und 10 ist unter 
1) der Sauerstoffverbrauch in der Vorperiode (in Kubikmilli- 
meter pro Gramm Muskel und 30 Minuten) angegeben: in 
Versuch 4 betrigt er fiir Muskel I 31 cmm, fiir Muskel II 


47 cmm, wihrend der unter 2) angegebene Sauerstofiverbrauch 
16* 
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wihrend der Reizung fiir den ersten Muskel 53 cmm, fir den 
zweiten 41 cmm betrigt. In Versuch 5 ist der Sauerstofi- 
verbrauch wihrend der Tatigkeit in beiden Muskeln gleich, 


Tabelle II. } 


Milchsiurebildung und Sauerstoffverbrauch bei beiderseits 
gleichartiger Reizung. 





— | 
a) 

















1/2] s 4 5 | 6 | 7 8 | 
ai Muskel I Muskel II 
> Be Peas ea es, ) 
z . ° ° 
Je, 5 Pl. i2 (eae wie | 8.88, 
= 30 Min. E Se bas? Fai Se | 528° 
c -_ SS aaa ose o “= pe ee | Oe - 
ds) | 3 Lea jet? E = a < 
1927} ° = io ~ ea 
C5 ae RE TON IE — Se SRS NP SET ~ | on aro = aes 
4 131.10.] 15 para 0,152 0,026 1) 31 |0,140/ 0,023} 1) 47 
2 | | 9) 58 2) 41 
5 |31.10.] 16 orem 0,123 0,014 1) 42 | 0,136, 0,017! 1) 54 
2 | 2) 62 2) 62 
6 }10.11.] 14 [260 Reize] 9 160 g241) — | 0,154 | 0,230 
in N, | 
7 favat.} 14 ]!29Reize! 9 197 067; — |0,129/ 0064) — 
in N, | 
g fiz.at.| 14 |!8° Reize] 9 193 | 9,097; — |o127\ 0099; — 
in N, | 





























Sehr viel héher als nach Reizung in Sauerstoff sind natiirlich 
die Milchsiiurewerte nach Reizung in Stickstoff. In Versuch 6, 
in dem freilich doppelt so rasch bei gleicher Reizdauer wie in 
den Sauerstofiversuchen gereizt wurde, war der Milchsiure- 
gehalt in Muskel 1 auf 0,241, in Muskel 2 auf 0,230 an- 
gestiegen. In den Versuchen 7 und 8 (120 und 180 Reize) 
stimmen die im linken und rechten Muskel gefundenen Milch- 
siiurewerte ebenfalls sehr gut miteinander iiberein. 

Auch in unseren neuen Versuchen haben wir davon ab- 
gesehen, die Arbeit in den Hauptversuchen zu _ registrieren. 
Kin irgend in Betracht kommender Fehler kann dadurch nicht 


— ——— 


') 1) Ruheperiode. 2) Titigkeitsperiode. 








—_— 
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bedingt sein, wie aus besonders angestellten Kontrollversuchen 
hervorgeht, in denen genau wie in den Hauptversuchen 
nach entsprechender Vorbehandlung ein Muskel in Sauerstoff, 
der andere in Stickstoff mit 180 Reizen innerhalb 30 Minuten 
gereizt wurde. Zu den Kontrollversuchen wurden die gleichen 
isometrischen Hebel wie zu allen iibrigen Versuchen ver- 
wendet. Die Hebel waren durch Schreibhebel verlingert, die 
ihre Bewegungen am Kymographion aufschrieben. 


Tabelle III. 


Vergleich der Gesamtspannungsleistung im aeroben und anaeroben 
Muskel bei 180 Reizen. 

















_ 2 3 4 | 5 6 
N Datum Temp. Gesamtspannung in g Differenz 
?. Leeniatrens 
—_ ere 
ane - O,-Muskel N,-Muskel am le 
9 28. 11. 17 3240 3960 9 
10 ” 17 3440 3230 5,5 
11 - 17 3350 3650 2,7 

















Wie aus den Reihen 4 und 5 der Tab. III ersichtlich ist, 
war die von beiden Muskeln geleistete Gesamtspannung in 
Gramm iiberaus dbnlich; in Versuch 9 erreichte der Unter- 
schied 9°/, (zugunsten des Stickstoffmuskels), in den beiden 
anderen war er noch wesentlich niedriger. Aus der Regi- 
strierung ergab sich iibrigens ferner, daB weder die Sauerstoff- 
muskeln noch die Stickstoffmuskeln am Ende der Reizung 
irgendwelche Ermiidung zeigten; die pro Zuckung entwickelte 
Spannung stieg vielmehr in einigen Versuchen zuniichst etwas 
an und blieb dann bis zum SchluB des Versuches immer auf 
der gleichen Hohe. 

Nunmehr wenden wir uns der Besprechung der Haupt- 
versuche zu, die siimtlich in der Zeit vom 1.—14. 11. 1927 
vorgenommen wurden. Wir haben absichtlich die Herbstzeit 
gewihlt, weil sich zu dieser Zeit die Muskeln in besonders 
gutem Zustande befinden und die Resynthese von Milchsiure 
zu Zucker auch im ruhenden Muskel besonders gut und mit 








eee ee 
x 
is 
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hohen Oxydationsquotienten erfolgt. Niedrige Oxydations- 
quotienten wihrend der Muskelruhe kénnten hohe Quotienten 


_Milchsiuremehrgehalt im N,-Muskel 
Verbrannte Milchsiure im O,-Muskel 





verdecken, und es ist, wie wir gegeniiber Meyerhof hervor- 
heben méchten, daher selbstverstindlich berechtigt, die fiir 
das Gelingen der Versuche giinstigste Jahreszeit zu benutzen. 


Tabelle LY. 


tl2fs |}+ls.leliz] «| 



































N,-Muskel O,-Muskel ae ‘ i i 
= Ale 
so = 2818 als 
Nr.| Datum|Temp.| 4 4 a ae E ? 9 oe ees 
. aes = 23 om] 4 Ss |S 
9 |B3) § | Bale s=3) oe esis 
o 5 Sar eal = WS 
, oe — ie 
1927 ® gi %) ew iwi) eter oe 
12] 1-11.] 16 |0,096 | 0,103} 0,097 0,055; = Jooss| 65 
sal | 2) 55 |% 
| | | 
13] 2.11.) 15,5 | 0,025 /)) 308 2 
2. 11.] 15,5 ]0,180 | 0,118] 0,124 0,025 5) Ga’ {0,093 | 9,2 
| | ‘ 
| 
14] 3.11.1 15,5 [0,094 | 0,127] 0,089 | 0,027 . a3) [0,100 | 10,3 
| ] 
15 | 4. 11.] 15,8 |0,109 | 0,243] 0,093. 0,050 = iP? 10,193 | 14,1 
| ’ 
16 | 7. 11.] 14,5 | 0,093 | 0,098 0101 0018 p49 (083 | 9,7 
| | 
| | | 
17 |14. 11.] 14,8 0,100 | 0,150 0,109 0,066 |) gy (0084 | 7,1 




















In simtlichen Versuchen 180 Reize in 30 Min. 


Auch bei der Besprechung unserer Hauptversuche kénnen 
wir uns iibrigens kurz fassen. Ein Blick auf die Reihe 10 der 
Tab. IV ergibt, daB auch in unseren simtlichen neuen Ver- 
suchen ahnlich hohe Quotienten wie in denen der friiheren 
Arbeit beobachtet wurden. Nur einer dieser Quotienten lag 
unter 7, in 4 von im ganzen 6 Versuchen lag er tber 9, in 


') 1) Ruheperiode. 2) Arbeitsperiode. 
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zweien iiber 10. Der Sauerstoffverbrauch, der in Reihe 8 
unter 1) fir die Vorperiode unter 2) fiir die Arbeitsperiode 
angegeben ist, war in der letzteren zum Teil recht hoch. Er 
betrug in Versuch 15 114 cmm pro Gramm und 30 Minuten, 
in Versuch 17 89 cmm. JDaB die Sauerstoffversorgung der 
Muskeln tatsichlich eine ausreichende war, geht auch daraus 
hervor, daB in 3 von den 6 Versuchen (13, 14, 16) unmittelbar 
nach der Arbeit niedrige ,,Milchsiureruhewerte“ gefunden wurden. 
in Versuch 15, der den stirksten Sauerstofiverbrauch zeigt, 
ist auch weitaus der gréBte Unterschied im Milchsauregehalt 
des anaeroben und des aeroben Muskels vorhanden. Das 
stimmt ausgezeichnet mit der Annahme iiberein, dab die 
anaerobiotische Milchsiurebildung auch im Muskel gleichsam 
eine Ersatzreaktion fiir die Atmung ist. 

Wir diirfen auf Grund dieser Versuchsergebnisse mit voller 
Bestimmtheit die Anschauung von Meyerhof und Schulz, 
daB die hohen Quotienten bei unserer Versuchsanordnung nur 
durch einen Mangel in der Sauerstoffmessung vorgetiuscht 
werden, ablehnen. Wir geben unumwunden die Méglichkeit 
zu, daB derartige Mingel in unseren friiheren Bestimmungen 
am Semimembranosus vorhanden waren, sie muBten allerdings, 
wie bereits oben hervorgehoben, auf die Quotienten durchaus 
nicht notwendig im Sinne einer Steigerung einwirken. Den 
soeben mitgeteilten Versuchen gegeniiber kommt der genannte 
Kinwand iiberhaupt nicht in Frage.?) 

Unsere bereits in der friiheren Arbeit ausgesprochene 
Anschauung, daB in den hohen Quotienten ein spezifischer 
Unterschied zwischen dem tiitigen und dem ruhenden Muskel 
zum Ausdruck kommt, fand auch fir den Sartorius in weiteren 
zur gleichen Jahreszeit vorgenommenen Versuchen volle Be- 





1) Ebensowenig iibrigens auch fiir mehrere unserer fritheren Ver- 
suche [Diese Zs. Bd. 165, S. 275, Tab. 5 (1927)], in denen wir zunichst 
beide Muskeln in Sauerstoff gereizt hatten, und erst nach 30 Minuten 
langer Erholung in Sauerstoff zum Hauptversuch verwandten. In diesen 
von Meyerhof offenbar iibersehenen Versuchen mu8 der von ihm ge- 
forderte ,,stationiire Zustand’ der Sauerstoffversorgung vorhanden ge- 
wesen sein. 
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Tabelle V. 
O0.Q. nach Reizung in Sauerstoff. 
rj 2 fsf4a4iftsi!etft2#tet ss j win 
Tatigkeit Erholung S 2 
be -~——— ee 
5 we ‘ 2 = 
Nr.|Datum]| 5 es SB | sa = = s=. 18 " 0.Q 
a, a | a = = Se fm ay '* 
s| S/S €2/2 |8 €2/"s 
“|S |e lee/° 8 ee lee 
s sstols e O i) g oj =. ay 
1) 15.9 1) 10,5] 
18 | 8.11. ] 15 0,121 | 0,032 |, 1 0,146 | 0,024 2)122 | 0,008] 0,6 
2) 119 ' ; , 
3) 104 
1) 22,6 er 
19 | 9. 11. | 15,8] 0,122] 0,094 |, 42% | 0,188 | 0,042 2) 43,21 0,052] 3,3 
3) 119,8 
1) 34 1) 292 
20 [10.11. | 14,3] 0,104/ 0,068 |.” 22 _ | 0,117] 0,035 2) 77,8} 0,033] 2,1 
2) 13,5 3) 99.5 
} -) 





























In siimtlichen Versuchen 360 Reize in 30 Minuten. 


stiitigung. In Tab. V sind 3 Versuche zusammengestellt, in 
denen zuniichst beide Muskeln in Sauerstoff gereizt waren, 
wobei es, wie aus Tab. II hervorgeht, beiderseits zu gleich 
starker Milchsiiurebildung kommt. Der eine der beiden 
Muskeln wurde ebenso wie in den entsprechenden Versuchen 
der friiheren Arbeit unmittelbar nach der Tiatigkeit verarbeitet, 
der zweite erst nach ?/, stiindiger Erholung in Sauerstoff. Zur 
Erzielung héherer Milchsiurewerte wurde hierbei die Reizzah! 
verdoppelt, also mit 360 Reizen in 30 Minuten gereizt. In 
dem ersten der Versuche (18) betrug trotzdem der Milchsiure- 
gehalt unmittelbar nach der Titigkeit nur 0,032 °/,, ein Wert, 
der withrend '/, stiindiger Erholung auf 0,024°/,, einen nor- 


malen Ruhewert, absank. Der Sauerstoffverbrauch wihrend 


') Pro Gramm Muskel in 30 Minuten. 1) Ruheperiode. 
2) Titigkeitsperiode. 3) Erholungsperiode. 
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der Tatigkeit war in beiden Muskeln gleich hoch, wahrend 
der Erholungsperiode des zweiten ging er etwas herab. An- 
gesichts der geringen verschwindenden Milchsiuremenge betriigt 
der Oxydationsquotient nur 0,6, aber auch in den beiden 
anderen Versuchen, in denen durch die hiufige Reizung Milch- 
siurewerte von &hnlicher GréBenordnung wie in einem Teil 
der Stickstoftversuche erreicht wurden, finden sich bei starkem 
Absinken des Milchsaiuregehaltes wibrend der Erholung Oxy- 
dationsquotienten von 3,3 und 2,1, also von der nach Meyer- 
hof zu erwartenden Grdé8e. 

Die schon obenerwihnte Tatsache, daB die Stickstoff- 
muskeln ebensowenig wie die Sauerstoffmuskeln am Schlusse 
des Reizversuches ermiidet waren, daB also die Spannungs- 
leistung pro Zuckung gegen SchluB durchaus nicht absank, 
spricht schon mit Sicherheit dagegen, daB die indirekt und 
anaerob gereizten Muskeln durch die Reizung schwer geschidigt 
waren, und da durch diese Schidigung eine besonders starke 
Milchsiiurebildung eingetreten war. 


Tabelle VL. 


O.Q. nach vorhergehender Reizung in Stickstoff. 

















1{ 2 {3 | 4 5 | 6 7 s | 9 |10 
r¥t+e,? . 21 9 oa 
Patigkeit Erholung a 2 
J “a —_ of i i eS ste oS ss 
Nr. | Datum |Temp.}] ‘s s ¢ "> a2 s8s2ih Be 8 /0.Q. 
= — > aS BEsSs|[+32 
2 s ‘5 © si Hoi et as 
” S > 2M} 3” 
1927 0 or 0 oO 0 "33 a ond - 
b 0 > ) = ©. 
21} 14.11. | 14,8 | 0,153 0,078 | 0,164 | 0,051 189 0,027 | 1,2 
22 |] 14.11 14 0,163 0,215 | 0,149 | 0,068 | 383 0,147 | 2,8 




















In zwei Versuchen der Tab. VI haben wir iiberdies zu- 
niichst beide Muskeln in Stickstotf gereizt, wobei es nach den 
in Tab. I] niedergelegten Kontrollversuchen zu_ beiderseits 
eleicher Milchsiiurebildung kommt. Der Milchsiiuregehalt des 
einen Muskels wurde sofort bestimmt, der des anderen erst 
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nach 40 Minuten langem Aufenthalt in Sauerstoff. Wahrend 
der letzten 30 Minuten dieser Erholungsperiode konnte auch 
der Sauerstoffverbrauch gemessen werden. Er ist in der 
Kolonne 8 der Tab. VI auf 40 Minuten umgerechnet, um einen 
unmittelbaren Vergleich mit der wiahrend 40 Minuten ver- 
schwundenen Milchsiure zu erméglichen. In Versuch 21 sank 
die Milchséiure von 0,078 °/, auf 0,051 °/, ab, und es errechnet 
sich ein Oxydationsquotient von 1,2. In Versuch 22, in dem 
mit 300 Reizen gereizt wurde, war unmittelbar nach der Tatig- 
keit ein Milchsiuregehalt von 0,215°/, vorhanden, innerhalb 
40 Minuten sank die Milchsiure auf 0,068 °/, ab; der Sauer- 
stoffverbrauch wihrend dieser Zeit betrug nicht weniger als 
383 cmm (wihrend der beobachteten halben Stunde 287 cmm’, 
so daB sich ein Oxydationsquotient von 2,8 ergibt. 

Die Versuche der Tab. VI sind iibrigens insofern mit etwas 
gréBeren Fehlerméglichkeiten als die iibrigen behaftet, als die 
Umrechnung des Sauerstoffverbrauches aus dem wihrend der 
letzten 30 Minuten beobachteten sicher nicht ganz einwandfrei 
ist. Die Richtung des Fehlers kann schwer angegeben werden; 
denn einerseits sinkt mit der Dauer der Erholung der Sauer- 
stofiverbrauch ab, wodurch der errechnete Sauerstoffverbrauch 
zu klein wird, andererseits kann dadurch Sauerstoffverbrauch 
vorgetiiuscht werden, daB sich der in Stickstoff vorbehandelte 
Muskel mit Sauerstoff sittigt. In der ersten Zeit des Autfent- 
haltes in Sauerstotf waren ferner die inneren Teile des Muskels 
sicher noch anaerobiotisch, was auf das Verschwinden’ der 
Milchsiiure ungiinstig einwirken konnte. 

Wir haben auch diesmal davon abgesehen, den Ruhe- 
milchsiiuregehalt zu beriicksichtigen. Seine Bestimmung durch 
Untersuchung von andersartigen Kontrollmuskeln des gleichen 
Frosches, wie sie von Meyerhot und Schulz vorgenommmen 
wurde, ist iibrigens unméglich; denn die Voraussetzung, daB 
verschiedene Muskeln des gleichen Froschschenkels den gleichen 


Ruhemilchsiiuregehalt haben, erwies sich als irrig. 

Dies geht aus den 4 Versuchen der Tab. VII hervor, in 
denen die Gastrocnemien, Semimembranosi und Sartorien je- 
weils desselben Frosches auf das sorgfiltigste priipariert wurden. 














cramer pee 








Zeitlicher Verlauf der Milchsiurebildung bei der Muskelkontraktion. 247 


_ 


Zu den Versuchen 23 und 24 wurden Frésche verwandt, die 
bei einer Temperatur von weniger als 0° im Freien aufbewahrt 
worden waren. Hier fanden sich im Gastrocnemius Werte von 
unter 0,01°/,, im Semimembranosus wurden Milchsiauregehalte 
von 0,014 bzw. 0,010°/, beobachtet; noch wesentlich héher 
war der Gehalt des Sartorius: 0,029 und 0,032°/,. In den 
Versuchen 25 und 26 wurde der Milchsiuregehalt in den 
eleichartigen Muskeln beider Seiten getrennt bestimmt. Auch 
in diesen Versuchen ist der Gastrocnemius am milchsi&ure- 
‘irmsten. Die Kontrollversuche an den beiderseitigen gleich- 
artigen Muskeln stimmen iiberall befriedigend iiberein, und der 
Milchsiiuremehrgehalt des Sartorius gegeniiber dem Gastrocne- 
mius und auch dem Semimembranosus ist ein recht betricht- 
licher. Hierbei mag die Frage unerdrtert bleiben, ob diese 
Unterschiede im Milchsiuregehalt von vornherein vorhanden 
waren oder erst durch unvermeidliche Priiparationsreize ver- 
ursacht wurden. Fiir das erstere spricht die gute Uberein- 
stimmung in den gleichartigen Muskeln beider Seiten. 


Tabelle VII. 


Milchsiureruhewerte verschiedener Muskeln. 


i | 2 | 3 | 4 | 
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. Datum Gastrocne- | Semimembra- : 

Nr. : Sartorius 
1997 mius nosus 

23 2S. 32, 0,009 0,014 0,029 

24 os. 24, 0,006 0,010 0,032 

= * QO.O18 0.040 0,047 

25 30. 11 aa . 

0,018 0.044 0.043 

‘ : 0,044 0,048 0,069 

ws Bee, 0.047 0,049 0,072 











Zusammenfassung und SchluBfolgerungen 
1. Die gegen eine friiher veréffentlichte Arbeit von Embden, 
Lehnartz und Hentschel durch Meyerhot, sowie Meyer- 
hot und Schulz erhobenen Einwiinde werden erértert und 
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experimentell entkriftet. Es wird insbesondere der Beweis 
gefiihrt, daB die hohen Quotienten 


Milchsiuremehrgehalt im Stickstoffmuskel 
Verschwundene Milchsiure im Sauerstoffmuskel 





auch bei Verwendung von Sartorien, bei denen die von Meyer- 
hof angenommene Fehlerquelle vollig ausgeschlossen ist, weit 
héher als die Meyerhofschen Oxydationsquotienten sind. 

2. Dementsprechend werden die von uns in unserer friiherey 
Arbeit gezogenen SchluBfolgerungen in vollem Umfange aui- 
recht erhalten. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, mit 
deren Unterstiitzung die vorliegende Arbeit ausgefiihrt wurde, 
sprechen wir unseren autrichtigen Dank aus. 





Berichtigung 
zu Bd. 174. 
S. 234 Zeile 15 von unten soll es statt Katalase hei8en Konstante. 
ro oe * Sea tas ee Re H,O0,-Menge 
‘ dy _ dx 
~*~ * dt °° ” dt 
B(A — 2) 
s¢ 9 1 3 * 2] “9 3 — = a i en 
» “A(B— Ep) heib 
a B(A — 2) m 
© A(B— Kx) 
Berichtigung 


zu Bd. 175, S. 25. 


In Zeile 6 des Kleingedruckten soll es statt 49 mg d,l-Leucyl-glycin 
heiBen 49 mg d,1l-Leucyl-glyeyl-glycin. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber die Lichtabsorption 
im Ultraviolett durch ¢-Aminosduren. 
Von 
Emil Abderhalden und Ernst Rossner. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S. 


(Der Redaktion zugegangen am 3. April 1928. 


Bei der Darstellung von Polypeptiden und insbesondere 
auch von 2,5-Dioxo-piperazinen sind wiederholt Beobachtungen 
semacht worden, die auf verschiedene tautomere Formen 
schlieBen lieBen, ohne dab es im Einzeltall stets in eindeutiger 
Weise gelang, die vorliegende Form auf-ukliren. Bald waren 
es auffallende Unterschiede in der Léslichkeit, bald andere 
Kigenschaften von Verbindungen, die auf Grund der durch- 
cefiihrten Synthese und der Analysenergebnisse nicht nur die- 
selbe elementare Zusammensetzung aufwiesen, sondern auch 
in ihrer Struktur aller Voraussetzung nach identisch sein 
muBten, die unser Interesse weckten. In manchen Fallen 
konnte auf chemischem Wege .der Nachweis einer Enolstruktur 
erbracht werden. Es blieb aber zumeist fraglich, ein wie 
croBer Anteil der betretfenden Verbindung jene Struktur besaB. 
Der eine von uns (A.) erhotite von dem Studium der Licht- 
absorption der Lisungen der fraglichen Strukturformen im 
Ultraviolett eine Entscheidung dariiber, ob und in welchem 
Umfang eine bestimmte Form vorlag. Es sollte das spektro- 
photometrische Verfahren die Ergebnisse der chemischen Struktur- 
forschung ergiinzen und vertiefen. Es lagen auch sonst noch 
eine ganze Reihe von auffiilligen Beobachtungen iiber das Ver- 
halten von Aminosiiuren und auch von Polypeptiden vor, die 


ILoppe-Seyler’s Zeitschrift f physiol. Chemie, CLAAVI, ly 








250 {mil Abderhalden und Ernst Rossner, 


dazu anregten, zu priifen, ob dem besonderen Verhalten der 
betreffenden Verbindungen eine besondere chemische Struktur 
zugrunde liegt. Dahin gehért z. B. die Beobachtung, daf 
manche Vertreter der Reihe der Aminosiuren und der Poly- 
peptide und vor allem auch der den letzteren Verbindungen 
zugehérigen Halogenacylverbindungen in manchen Lésungs- 
mitteln spielend leicht léslich sein kénnen, solange sie in 
amorpher Form vorliegen, wahrend sie, einmal in Krystallform 
iibergegangen, schwer oder ganz unldéslich geworden sind. 
Weiterhin ist auf Grund der Erfahrungen von Emil Fischer 
bekannt, daB Aminosiuren, wie z. B. Alanin, zum Zwecke der 
Chlorierung in besonderer Weise vorbereitet werden miissen.?) 
Es lag nahe, alle diese Falle mit Hilfe des spektrophoto- 
metrischen Verfahrens zu priifen und zwar in der Hoffnung, 
Strukturgestaltungen aufzufinden, fiir die auf einem anderen 
Wege beim jetzigen Stand unserer Kenntnisse keine sicheren 
Anhaltspunkte zu gewinnen sind. Wir verwendeten zu den 
einzelnen Untersuchungen wiederholt umkrystallisiertes Material. 
Zur Verfiigung stand der bekannte U.-V.-Spektrograph der 
Firma Zeiss, Jena. Die Aufnahmen, iiber die bisher berichtet 
worden ist, sind von Herrn Richard Haas gemacht worden.?) 
Vor kurzem haben H. Ley und B. Arends’) Zweifel an der 
Richtigkeit mehrerer von uns mitgeteilten Ergebnisse geiiuBert 
und durch Nachpriifung bewiesen, da sie berechtigt sind. Zu- 
niichst konnten die genannten Forscher zeigen, dai aus Wasser 
umkrystallisiertes Alanin und auch Glykokoll und die mit 
Alkohol gefiillten beiden Aminosiiuren innerhalb der MeBfehler 
sich optisch voéllig identisch verhalten. Wir haben in neueren 
Versuchen ebenfalls feststellen kénnen, daB die friihere Angabe, 
wonach sich Unterschiede finden, nicht zu Recht besteht. Die 
entsprechenden Aufnahmen der fritheren Untersuchungen sind 
vorhanden und zeigen den seinerzeit mitgeteilten Befund. 


— — 


1) Vgl. hierzu auch Hl. Biltz u. H. Paetzold, Chem. Ber. Bd. 55, 
S. 1066 (1922). 

*) Vel. hierzu diese Zs. Bd. 160, S. 256 (1926); Bd. 164, S. 1 (1927); 
Bd. 166, 8S. 78 (1927). 

‘) H. Ley u. B. Arends, Chem. Ber. Bd. 61, 8, 212 (1928). 
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Worauf dieser zuriickzufiihren ist, konnten wir nicht er- 
mitteln. 

Bei unseren Versuchen verfuhren wir, wie folgt. Reines 
d-Alanin wurde im QuarzgefiB mit wenig Leitfahigkeitswasser 
celést und mit reinem absolutem Alkohol, der im Quarz- 
destillationsapparat destilliert worden war, gefillt. Dann wurde 
abgenutscht und in diinner Schicht im Vakuumexsiccator rasch 
getrocknet. Nun wurde eine bestimmte Menge der Aminosiiure 
abgewogen und die berechnete, zur Herstellung einer n/10- 
Lisung nétige Menge Wasser bereitgehalten. Nach Zugabe 
des Wassers wurde sofort in die Kiivette iibergefiihrt und eine 
erste Aufnahme gemacht. Die Zeit, die zwischen der Zugabe 
des Wassers und der ersten Aufnahme verging, betrug nur 
85 Sekunden. Die iibrigen Aufnahmen erfolgten rasch hinter- 
einander. Nach 2 Tagen wurden von der gleichen Lisung 
wiederum Aufnahmen gemacht. Ferner wurde reines, zweimal 
aus Wasser umkrystallisiertes d-Alanin bei gleicher Schichtdicke 
und gleichen Sektorenverhiltnissen photometriert. Es zeigte 
sich, daB beim Vergleich siimtlicher 3 Serienaufnahmen keinerlei 
Unterschiede festgestellt werden konnten. 

Weiterhin ist gepriift worden, wie sich die Lichtabsorption 
verhalt, wenn Gemische von Aminosiuren in verschiedenen 
Mengenverhiltnissen untersucht werden. Wir haben auch diese 
Versuche wiederholt. Es ist uns ebensowenig, wie Ley und 
Arends, gelungen, die seinerzeit mitgeteilten Befunde wieder 
zu erhalten. Das Ergebnis, wonach ein Gemisch von 2 Amino- 
siuren ein Maximum der Absorption beim Mischungsverhiiltnis 
1:1 aufweisen sollte, war sehr iiberraschend. Die noch vor- 
handenen Aufnahmen zeigen mit aller Deutlichkeit das mit- 
geteilte Ergebnis. Da bei einem anderen Mischungsverhiiltnis 
kein solches Maximum auftrat, und dieselbe Beobachtung wieder- 
holt gemacht wurde, schien ein Zufall oder eine Stérung aus- 
ceschlossen. Wiren die untersuchten Aminosiiuren nicht rein 
gewesen, dann hiitte sich das auch bei einem anderen Mischungs- 
verhiltnis bemerkbar machen miissen. Es ist uns nicht méglich 
mitzuteilen, wodurch jene eigenartigen Befunde bedingt waren. 
Unsere neuen Untersuchungen seien in aller Kiirze wiedergegeben. 

a" 
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Kine m/2-Glykokoll- und eine m/2-Alaninlésung wurden so 
gemischt, daB auf 10, 9, 8, 7,... Teile Glykokoll 0, 1, 2, 
3, ... Teile Alanin trafen und bei bestimmter Schichtdicke 
(1 = 6,3 mm) und Lichtintensitit (= = 3) die Punkte gleicher 


Schwirzung aufgesucht. Es zeigte sich, daB alle Punkte ganz 
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gleichmiBig von 2365 A.-E. fiir reines Glykokoll nach 2395 A.-E. 
fir reines Anilin anstiegen (Fig. 1). Die reine 2 m-Alanin- 
lésung wurde infolge der Neigung zur Krystallisation zuerst 
anfgenommen. 

Der gleiche Versuch wurde mit einer m/2-Alanin- und 
einer m/2-Valinlésung ausgefiihrt. Die Punkte gleicher Schwiir- 
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zung lagen simtlich innerhalb des kurzen Intervalls von 
2373 A.-K. fiir Alanin und 2385 A.-K. fiir Valin (Fig. 2). 

Bei einer analog ausgefiihrten Versuchsanordnung mit 

einer m/10-Glykokoll- und einer m/10-Glycinanhydridlisung 

] — . 

( = 50,25 mm, 7° = 3} zeigte sich jedoch bei bedeutend gri- 

Beren Intervallen ein ungleichmiiBiges, aber stetiges Ansteigen 
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der Kurve, die, wie Fig. 3 zeigt, der logarithmischen Kurve 
gleicht. Dasselbe ist in noch ausgeprigterem MaBe bei der 
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Mischung einer m/5-Alanin- und einer m/5-Alaninanhydridlisung 
der Fall (Fig. 4). 

Die Absorptionskurve der durch 2maliges Umkrystalli- 
sieren gereinigten ¢-Aminoisobuttersiiure stimmt innerhalb der 
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Die Absorptionskurven von Leucyl-glyein, Glyeyl-leucin 


') H. Ley u. B. Arends, a. a. QO. 
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und dem gemeinsamen Anhydrid liegen bedeutend niaher zu. 
sammen als friiher angegeben worden ist.!) Die Kurven der 
beiden Dipeptide decken sich sogar zum gréften Teil. Da 
jedoch bis jetzt nur die eine Aufnahme vorliegt, miissen noch 
Kontro!laufnahmen abgewartet werden. 


Ley und Arends stellen in der erwihnten Abhandlung 
weiterhin fest, daB die von dem einem yon uns (A.) und Haas 
wiedergegebenen Absorptionskurven von Aminosiiuren sich nicht 
mit den von Ley und seinen Mitarbeitern festgestellten Kurven 
decken. Es finden sich zum Teil ganz erhebliche Abweichungen. 
Wir haben nun auf Grund der Absorptionskurve von Kalium- 
nitrat, die von Ley und Volbert?) auf Grund der Messungen 
zahlreicher Forscher, wie Ley und Volbert’), von Halban 
und Ebert‘), Scheibe’), Baly und Mitarbeiter®) u. a. auf- 
gestellt worden ist, festgestellt, daB bei unserem Apparat 
Funkenspektrum und Wellenlingenskala nicht iibereinstimmten, 
und zwar war das Spektrum zu weit nach dem sichtbaren Teil 
verschoben, so daB die bisher mit diesem Spektrographen er- 
haltenen Werte eine entsprechende Korrektur erfahren miissen. 
Der richtige Wert kann an Hand der in Fig. 5 und 6 wieder- 
gegebenen Berichtigungsschemata leicht festgestellt werden. Fig.5 
dient zur Umrechnung der in A.-E. ausgedriickten Wellenlingen, 
wihrend Fig. 6 zur Umrechnung der gebriuchlicheren Schwin- 
gungszahl pro Millimeter zu verwenden ist. LEiner friiher ge- 
fundenen Wellenliinge von 2950 A.-E. entspricht z. B. eine 
wahre Wellenliinge von nur 2850 A.-E., einer frither gefundenen 
Schwingungszahl- 3600 entspricht ein wirklicher Wert von 
8704 Schwingungen, wie man durch horizontale Projektion 
eines Punktes der linken Kurve auf die rechte Kurve leicht 
feststellen kann. 





1) EK. Abderhaldenu, R. Haas, Diese Zs. Bd. 160, 8S. 2 
*) Zs. physikal. Chem. (Cohen-Festband) 1927, S. 308. 

5) Zs. f. wiss. Phot. Bd. 23, 8. 41 (1924). 

‘) Zs. physikal. Chem. Bd. 112, 8. 840 (1924). 

*) Chem. Ber. Bd. 59, S. 1821 (1926). 

*) Proc. Roy. Soe. A. Bd. 113, S$. 709 (1927). 


BS (1926). 


hil 





Vergleichende Untersuchungen iiber die Lichtabsorption 


Wir haben weiterhin gepriift, ob sich Oxyaminosiuren 


in der Lichtabsorption im Gebiet des Ultravioletten 
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Fig. 6. 


erheblich von derjenigen der entsprechenden Amino- 
siuren unterscheiden. Wir verglichen Serin mit Alanin, 
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Oxyprolin mit Prolin und 3,4-Dioxyphenylalanin mit 
Tyrosin und Phenylalanin.') Die einzelnen Aminosiuren 
wurden vor ihrer Verwendung zur optischen Untersuchung 
wiederholt umkrystallisiert. Beim Prolin ergaben sich insofern 
Schwierigkeiten, als beim EKinengen der vollstiindig farblosen 
Lésung ein zwar schneeweiBes Produkt erhalten wurde, das 
jedoch beim Auflésen eine ganz schwache Farbung zeigte. 
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Fig. 7. 


Aus diesem Grunde wurde eine etwa molekulare Lésung des 
Prolins mit Tierkohle versetzt und umgeschiittelt. Dann wurde 
durch Kieselgurfilter filtriert und die Konzentration des Filtrats 
an Prolin durch Bestimmung des Stickstoffgehaltes festgestellt. 
Der Extinktionskoeffizient wurde dann in entsprechender Weise 
berechnet. Auch beim 3,4-Dioxyphenylalanin muBten wir in 
gleicher Weise verfahren. Die erhaltenen Ergebnisse sind aus 





') Vel. F. W. Ward, Biochem. JI. Bd. 17, S.891 (1928). — L. Mar- 
chlewski u. R. Nowotnowna, Bull. Soe. chim. Franee Bd. 439, 8. 159 
(1926). — J. Shibata u. T. Asahina, Chem, Zbl. 1928, I, 1194. 
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Fig. 7u. 8 zu ersehen. Wihrend beim Phenylalanin, Tyrosin 
und 3,4-Dioxyphenylalanin ein erheblicher Unterschied im Ver- 
lauf der Absorptionskurve vorhanden ist, zeigen die entsprechen- 
den Kurven von Prolin, Oxyprolin, Serin und Alanin einen 
sehr ihnlichen Verlauf. Sie liegen ferner ziemlich nahe bei- 
einander. Es ist iiberraschend, daB Verbindungen von so ver- 
schiedener Struktur eine so ahunliche Lichtabsorption im Gebiet 
des Ultraviolett aufweisen. Zum Vergleich haben wir noch 
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Pyrrolidoncarbonsiiure auf sein Lichtabsorptionsvermégen unter- 
sucht. Wie aus Fig. 8 zu ersehen ist, lhegt die Absorptions- 
kurve von jenen der eben genannten Verbindungen ziemlich 
weit ab. 


Zum Schlu& ist es uns ein Bediirfnis, Herrn Kollegen 
Ley fiir seine mannigfaitigen Ratschliige unsern verbindlichsten 
Dank zum Ausdruck zu bringen. 








Co-Zymase und die Aktivierung der Garung frischer Hefe 
durch Hefenextrakt. 


Von 


Karl Myrbiick und Hans y. Euler. 


(Aus dem Biochemiscnen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1928.) 


Die vorliegende Mitteilung bildet eine Fortsetzung unserer 
friiheren Arbeit?) tiber den sogenannten Biokatalysator Z, d. h. 
den (oder die) noch nicht isolierten Kérper des Hefenextraktes 
und anderer Extrakte, welche die Girwirkung der frischen Hefe 
vergréBern, ohne daB in den in Betracht kommenden Zeiten 
eine Vermehrung der Zellenzahl eintritt. Eine Veranlassung, 
iiber diesbeziigliche Versuche zu berichten, fanden wir in 
Kostytschews Arbeit tiber die Nichtexistenz der zellfreien 
Girung.?) 

In der Auffassung, da8 die Giirwirkung der lebenden Hefe 
nur zum sehr kleinen Teil von freier Zymase herriihrt (H. u. 
B. vy. Euler 1911), sind wir natiirlich mit Kostytschew durch- 
aus in Ubereinstimmung. Eine Reihe anderer von Kostyt- 
schew diskutierter Thesen brauchen hier nicht besprochen zu 
werden. Hingegen steht in direkter Beziehung zu unseren 
Arbeiten iiber Co-Zymase die folgende Stelle der zitierten Mit- 
teilung der russischen Forscher: 

, Wir behaupten nunmehr, daB Bios“ (nach Wildiers) 
»mit der vermeintlichen Co-Zymase identisch ist.‘ 


') Euler u. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 141, 8. 297 (1924); siehe 
auch Euler ue. Swartz, Diese Zs. Bd. 140, S. 146 (1924). 

*) Kostytschew, Medwedew u. H. Kardo-Sysojewa, Diese 
Zs. Bd. 168, S. 244 (1927). 
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Unseren friiheren Nachweis, da8 der die Girungsgeschwindig- 
keit der lebenden Hefe steigernde Stoff einerseits — auf die 
Beziehungen zwischen Bios und dem Aktivator Z sei vorliutig 
nicht eingegangen — und Co-Zymase andererseits nicht iden- 
tisch sind, haben die russischen Forscher offenbar iibersehen. 
Wir haben uns indessen noch einma] die Miihe gegeben zu 
zeigen, daB einerseits Extrakte (aus Hefe oder anderem Material), 
welche absolut keine Co-Zymase enthalten, welche also mit 
Co-zymasefreier Hefe keine Girung geben, dennoch die frische 
Hefe in der erwihnten Weise stimulieren, und daB andererseits 
hochgereinigte Co-Zymase auch in Mengen, welche die aus 
dem Hefeextrakte um das Vielfache iibertreffen, auf frische 
Hefe ohne jede Wirkung sind. 

Da aber die behauptete Identitat der Co-Zymase mit dem 
Giirungsaktivator der frischen Hefe sicher nicht besteht, sind 
auch die daran gekniipften Betrachtungen Kostytschews iiber 
die Nichtexistenz der Co-Zymase nicht haltbar. DaB die so- 
genannte Induktion und die Form der Girungskurven durch 
die Annahmen Kostytschews in einfacher Weise erklirt 
werden, ist nicht ohne weiteres klar, vielmehr wiirde man 
leicht zeigen kénnen, daf in vielen seiner Versuche die tehlende 
Beriicksichtigung und die nicht vollzogene Aufhebung der 
Induktion eben zu den unrichtigen Resultaten gefiihrt hat. 
Was schlieBlich den Punkt 5 der Besprechung betrifft, nimmt 
Kostytschew an, daS zuniichst eine Anhiufung von Hexose- 
di-phosphat durch die Wirkung einer von der Girung unab- 
hiingigen Hsterase eintritt, und daB der Ester erst dann von 
den lebenden Zellen verwertet wird. Wie dies damit vereinbar 
sein soll, daB das gewoéhnliche Girungshexosephosphat nach 
Feststellung vieler Forscher von lebender Hefe gar nicht an- 
gegriffen wird, sehen wir nicht ein. 

Wir gehen jetzt zu unseren Versuchen iiber. Wir be- 
schreiben zuerst diejenigen, welche die Verschiedenheit der 
Co-Zymase und des Biokatalysators Z beweisen. Mit Z be- 
zeichnen wir also den Kirper, der die Girungsgeschwindigkeit 
der frischen Hefe vergréBert, und verbinden damit einstweilen 
keine Hypothesen iiber die Identitat dieses Stotfes mit dem 
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Bios von Wildiers. Samtliche Versuche mit frischer Hefe 
wurden in folgender Versuchsmischung ausgefiihrt: 

0,04 g frische Oberhefe, 

0,04 g Glucose, 

Wasser und zu untersuchender Stoff zu 2 cem. 

Die Aciditit der Versuchsmischung wurde durch Zusatz 
von kleinen Mengen eines geeigneten Phosphatpuffers auf p,, = 
4—5 eingestellt. Besondere Versuche zeigten, dab Variationen 
der Aciditiit innerhalb dieses Bereiches ebenso wie der Phosphat- 
konzentration bis zu 0,05 mol. keinen EinfluB auf die Girungs- 
geschwindigkeit hatten. 

Die Bestimmung der Co-Zymase geschah wie gewodhnlich 
durch Messung der Girungsgeschwindigkeit, die durch Zusatz der 
zu priifenden Lésung zu Co-zymasefreier Hefe (Apozymase) her- 
vorgerufen wird. Es verdient hier noch einmal nachdriicklich 
hervorgehoben zu werden, da’ unsere Apozymase allein, auch 
unter optimalen Bedingungen (Phosphat- und Zuckerkonzen- 
tration, Aciditit) nach Aufhebung der Induktion, keine 
Spur von Girung zeigt, daB sie aber nach Zusatz von Co- 
Zymase, auch von unseren reinsten Lisungen, stark giirt. 

In folgenden Versuchen bestimmten wir zuerst die wahre 
Co-Zymasemenge teils in einem Hefekochsaft, teils in einer ge- 
reinigten Co-Zymaselésung (als ,,.Lésung 50“ bezeichnet). 











ecm CQO, nach 
1 2 3 4 Stdn. 
Ohne Zusatz von Co-Zymase. . . . 00 00 0,0 0,0 
+- 0,02 eem Hefekochsaft . . . . . 1,8 3,8 5,7 7.6 
+ 0,01 eem Co-Zymaselésung 50. . 2,8 5,8 8,7 11,3 


Aus den obigen Zahlen finden wir, daB der Hefekochsaft 
in einer Menge von 0,02 cem eine Kohlensiiureentwicklung von 
2,0 com CO, pro Stunde gibt, daB der Kochsaft also, in unseren 
Kinheiten ausgedriickt'), eine Co-Zymasemenge von 100 Co 
pro cem enthilt. In derselben Weise finden wir, daB die ge- 


') Euler u. S. Karlsson, Diese Zs. Bd. 128, S. 93 (1922); Euler 
u. Myrbiick, Diese Zs. Bd, 136, 8. 107 (1924). 
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reinigte ,,Lésung 50“ pro ccm 300 Co enthilt. Die Reinheits- 
grade der beiden Lésungen waren ACo = 200, beziehungsweise 
ACo = 10000. 

Von den Versuchen mit frischer Hefe fihren wir fol- 
gende an: 








cem CO, nach 
40) 60 90 165 Minuten 
Olme Bamaste 28 ke es 1,3 2,0 3,1 | 5,7 
0,02 cem Hefekochsaft. . . . 2,6 4,4 7,7 ‘17,7 (ausgegoren) 
0,01cem Liésung 50... . 1,3 2,0 3,1 | 5,7 
0,1 com Lésung 50... . 1,2 3,0 3,0 | 5,4 


Die kleine Menge Hefekochsaft, 2 Co enthaltend, aktiviert 
also die frische Hefe mit mehr als 100°), die gereinigte Co- 
Zymaselésung dagegen, auch in einer Menge von 30 Co, hat 
absolut keine Wirkung. Von der Co-Zymase als einem Akti- 
vator der frischen Hefe im Sinne Kostytschews, kann keine 
Rede sein. Die Verschiedenheit der beiden Aktivatoren kann 
man dazu mit noch geringerer Miihe in der umgekehrten Weise 
beweisen. Ks ist nimlich leicht zu zeigen, daB Hefekochsiite, 
die von der Co-Zymase vollkommen befreit sind, die frische 
Hefe ebenso stark aktivieren wie ein unvorbehandelter Kochsaft. 

Versuch 1. Wie aus den Bestimmungen der Stabilitiit 
der Co-Zymase hervorgeht, kann man durch lingeres Kochen 
von z. B. Hefesaft die Co-Zymase vollkommen zerstéren. Schon 
nach etwa 1,5 Stunden bei 100° sind nur Spuren yon Co- 
Zymase vorhanden. Wir kochten einen Heteextrakt unter 
RiickfluB 2 Stunden, und iiberzeugten uns dann durch Versuche 
mit Apo-Zymase, dal} die Co-Zymase ganz zerstirt war. Mit 
frischer Hefe wurden dann Versuche mit dem urspriinglichen 
sowie mit dem gekochten Extrakt angestellt. Wir fiihren einige an: 





eem CO, nach einer Zeit von 
1b 80 60 90 185 Min. 


Obne Zusstp 2 ws tke tw we TO | OS | OF | BG 2,2 


0,01 eem Hefenextrakt, nicht gekocht 0,5 | 11 | 2,2 | 3,8 4.9 
0,01 com ‘ ,2Stdn. gekocht | 0,7 | 1,38 5 2,38) 3,4, 5,0 
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Die Aktivierung der frischen Hefe ist ebenso groB nach 
dem Kochen wie zuvor. Dies ist natiirlich auch ein Beweis fir 
die Verschiedenheit des Aktivators 7 von der Co-Zymase. 

Versuch 2. Die Fallbarkeit der beiden Aktivatoren 
durch Alkohol ist verschieden. Bei etwa 70°), fallt die Co- 
Zymase, wie schon von verschiedenen Autoren gezeigt wurde, 
volistindig aus; der Aktivator Z wird auch bei 80°/, Alkohol 
wenigstens sehr unvollstiindig gefillt, 








ecm CO, nach 
15 30 | 45 | 60 Min. 


Obne aes =. 6s eee ew et ee PMT Te OTA 
0,5 cem verdiinnter Kochsaft . . .. . 0,8 | 1,9 | 3,0 | 4,1 
0,2 ccm “ - ae ae 0,8 | 1,7 | 2,8 4,0 
0,5 ecm derselben Lésung, von in 80°/, Al- | 
kohol unldslichen Stoffen befreit . . . | 0,8 2,1 3,3) 4,5 

9 


0,2 cem derselben Lésung ..... . 0,7 1,5 | 8,4 





Versuch 8. Der Aktivator 7 kommt in Priaparaten in 
eroBen Mengen vor, die keine oder nur Spuren von Co-Zymase 
enthalten. 

Beispiel: Malz. 25g Darrmalz wurden in einer Walzenmiihle 
zerkleinert. Die Schalen wurden durch Sieben von der Hauptmenge 
des Stiirkemehles befreit, und dann mit etwa 100 ecm kochendem Wasser 
einige Minuten behandelt. Mit etwas frischer Hefe wurde aller Zucker 
des Extraktes vergoren. Die klar filtrierte, von Zellen freie Lésung 
aktiviert die frische Hefe betriichtlich: 








eem CO, nach 
30 | 60 | 75 | 90 Min. 
OE ke: nk ee ee SO 0,9 | 1,9 2,4 2,8 
0,1 eem zuckerfreier Extrakt . . . . 1,3 | 2,6 3,2 3.7 


Alle Versuche bestiitigen unser friiheres Ergebnis, daB die 
frische Hefe durch eine oder mehrere Stoffe, Z genannt, akti- 
viert wird. Z ist von der Co-Zymase verschieden, die auf frische 
Hefe wirkungslos ist. 

In einigen Versuchen wollten wir bestimmen, wo sich in 
dem von uns ausgearbeiteten Schema fiir die Reinigung der 
Co-Zymase, der Aktivator Z davon abtrennt. Wir untersuchten 





7 
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dann, ob der von uns mit Z bezeichnete Stoff durch Kollo- 
dium dialysiert. Mit einem Hefekochsaft bestimmten wir 
zuerst eine Menge, die eine Aktivierung hervorrief, die etwa 
30°/, der maximalen war. Bei einer solchen Aktivierung ist 
diese mit der Aktivatormenge direkt proporticnal. Wir dialy- 
sierten dann den Kochsaft 10 Stunden und untersuchten sowohl 
Innen- als AuBenfliissigkeit. 





eem CO, nach 
15 30 | 45 | 60 Min. 








(ae cee a ee SB we | 0,3 0,6 | 0,9 1,4 
0,025 cem Dialysat .... 4... 0,6 | 1,5 2,5 3,3 
0,025 cem Innenfliissigkeit. . . . . 0,7 | 1,6 2,9 3,8 


Der Versuch zeigt, daB der Koérper Z so schnell durch 
Kollodium dialysiert, daB nach 10 Stunden beinahe Gleich- 
gewicht eingetreten ist. In diesem Falle verhalten sich Z und 
die Co-Zymase gleich. Wir untersuchten dann das Verhalten 
des Aktivators Z bei den bei der Co-Zymasereinigung ver- 
wendeten Bleifallungen. Ein Dialysat von Hefekochsaft wurde 
mit normalem Bleiacetat vollstindig gefillt. Kin Teil des Fil- 
trates wurde mit Schwefelsiure entbleit und gepriift. Der Rest 
des Filtrates wurde mit Bleiacetat und Natronlauge gefillt, 
der Niederschlag mit verdiinnter Schwefelsiiure zersetzt und 
das Filtrat untersucht. 


























eem CO, nach 
15 30 | 45 60 Min. 
es DO | Pe Baw Hie GS 0,4 0,7 | 1,3 1,6 
0,05 cem ohne Vorbehandlung .. . 0,5 12 | 1,9 2.5 
0,07 cem nach einer Bleifiillung . . 0,6 1,4 | 2,1 2,7 
0,10 cem nach zwei Bleifiillungen. . 0.6 | 1,4 | 2,0 2,6 





Mit neutralem Bleiacetat ist Z also nicht fillbar, wohl 
aber mit Bleiacetat und Natronlauge. Bei diesen Fillungen be- 
gleitet Z also teilweise die Co-Zymase. Bei der weiteren Reinigung 
der Co-Zymase wird aber bald Z abgetrennt. So enthilt bei- 
Spielsweise die oben besprochene Lésung 50 keinen Korper, 


GON EN NEE RE ERERAIT LRRNCRRLTE 0 OR NORS 
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der die frische Hefe aktiviert. Loésung 50 war in folgender 
Weise gereinigt. Eine durch zwei Bleifillungen vorgereinigte 
Lésung wurde mit Hg(NO,), ausgefillt und der Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoii zersetzt. Die neutrale Liésung wurde 
mit Ag(NO,) gefallt und das Filtrat mit AgNO,+ NH, zur 
maximalen Fillung versetzt. Der gewaschene Niederschlag 
wurde mit H,S zersetzt und H,S mit Luft ausgeblasen. | 


Weitere Versuche tber die Eigenschaften des Aktivators Z. 

Wir untersuchten, ob im Autolysesaft von der Hefe ? der 
Aktivator vorhanden ist. Bei der Autolyse wird bekanutlich 
die Co-Zymase vollkommen zerstort. 





ecm CQO, nach 
15 30 45 60 Min. 


inet cee. . po rrcel, Wey 2, 0.6 1.0 1,5 2.0 





0,1 cem Autolysesaft von Hefe R. . 1,2 1,7 2,6 3,7 
1,0 cem ss "i “a rae 0,9 1,6 2,5 3,5 


Der Aktivator Z ist durch die Autolyse nicht beeintiubt 
worden. 

Aus einigen vorliufigen Versuchen ist hervorgegangen, 
daB sich Z in ziemlich hochprozentigem Alkohol lést. Wir 
dampften auf dem Wasserbade 200 ccm eines Hefekochsait- 
dialysates zur Trockne ein. Die Masse, welche noch einige 
Prozente Wasser enthielt, wurde mit 100 ccm siedenden 96° |- 
igen Alkohols ausgezogen, das alkoholische Filtrat zur Trockne 
verdampft und der Riickstand in 200 cem Wasser gelist. 
Sowohl diese Liésung, als das urspriingliche Dialysat wurde 











untersucht. 
eem CO, nach 
15) = BO 45 60 . 80 150 Min. 

ene SOO on « weet a 0,4 | 0,7 | 1,1 | 1,4 | 2,8 4.0 

0,002 cem Dialysat . 2... . O4 | it | 1,7 | 2,2 | 38 A) 

0,01 eem “6 iat co OS 0,6 | Lo | 2.2 | 2,9 | 4,5 7,0 

0,005 cem alkohollésliche Stoffe O4 | 1,0) 1,6 20 3,1 5.0 ' 
0,1 cem * ») 0,8 | 1,6 | 2,8 | 8,0 | 4,4 6.7 
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Der Aktivator Z ist also in starkem (etwa 94°/,) Alkohol 
recht loéslich. In diesem Versuch fanden wir im Alkoholextrakt 


wenigstens 25°/, des Aktivators. 


Der Aktivator Z ist durch Baryt nicht fallbar. Aus dem 
oben beschriebenen, aktivatorhaltigen Autolysesaft wurde alles 
mit Baryt Fallbare ausgefallt, und der Niederschlag mit 
Schwefelsiure zersetzt. 1 ccm der neutraien Loésung war 
aber wirkungslos. 


Ehe man eingehendere Versuche unternimmt, den Akti- 
vator Z zu isolieren, scheint es uns angezeigt, zu untersuchen, 
ob nicht bekannte Stoffe, welche die frische Hefe aktivieren, 
die Wirkung des Hefeextraktes und anderer Extrakte ver- 
anlassen kénnen. Es war zuniichst an diejenigen Stoffe zu 
denken, welche beim Wachstum hoéherer Tiere als eine not- 
wendige Ergiinzung gewisser Proteine erkannt worden sind, 
Tryptophan und Histidin. Wir haben diese Stoife, sowie 
auch Alanin unserer Reaktionsmischung (2 ccm) in Mengen 
von 0,2 bis 20 mg zugesetzt. Der Erfolg war durchaus negatiy, 
wie ihnliche Versuche mit Aminosiiuregemischen. Zusiitze 
von 10—20 mg Pepton ergaben geringfiigige Erhéhungen der 
(garungsgeschwindigkeit, was auf der Gegenwart des spezi- 
fischen Aktivators im Ausgangsmaterial des Peptons beruhen 
diirfte.") 

Wir untersuchten dann zwei Hexosephosphate, die ja 
bekanntlich die Giirungsgeschwindigkeit der frischen Hefe unter 
Umstiinden steigern kénnen. 





eem CO, nach 
15/380 45) 60 > 190 Min. 





Ohne Zesate. . 6 sk te ee ee ee POD IATAIS 3,9 
0,5 mg Hexose di-phosphorsaures Natrium [0.2.0.5 0,7 1,3) 0 4,2 
1,0 mg e - O38 0.6 0,9 17 4.2 
10,0 mg pa " 0,4 0,6 1,0) 1,7 4.5 

100 mg ’ 0.9 1,0,1,5:2.0) 5,3 


') Kuler u. Swartz, aa. O. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLAAYVT, 1s 
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| 15 30 90 | 120 Min. 





ane TR. kc Oa ee ES 0, | 17 | 3.1] 3,9 
| | 

0,4 mg | sa 19/33} 42 

4.0 mz) Natriumsalz des Hexose-mono- 5190135 | 4 5 
j es ~ “s | We \ 

phosphorsiure-esters (Neub erg) wi a 

40,0 mg 0,5| 2,1) 3,9] 4,8 


Auch mit sehr groBen Mengen der Ester konnten also 
nur maBige Aktivierungen erzielt werden. Besondere Ver- 
suche zeigten (vgl. auch oben), daB mit Hefekochsaft Akti- 
vierungen von iiber 200°), eintraten. Ein etwaiger Gehalt des 
Hefesaftes an diesen Estern kann also die Aktivierungen nicht 
erkliren. 

Gegenitber dem Bios von Wildiers?) und dem in der 
Hefe und vielen Bakterien enthaltenen Wachstumsfaktor (friiher 
mit 1 bzw. hD bezeichnet*), nach Shermans’) Vorschlag nun- 
mehr mit G) ist der Faktor Z dadurch abgegrenzt, daB bei 
der beobachteten Girungsaktivierung eine Vermehrung der 
Zellenzahl nicht eintritt. Die durch den Faktor Z hervorgerufene | 
Steigerung der Girwirkung, dessen Chemismus wir einstweilen 
noch nicht kennen, ist also nicht an die Vermehrung der 
Zellenzahl gekniipft. Diesen Umstand, der unser besonderes 
Interesse erregt hat, méchten wir hier besonders hervorheben. 

Uber die Wirkungsweise des Faktors Z haben wir uns 
bisher nicht ausgesprochen. Der Umstand, daB unter dem 
Kintlu8 von Z die Giarungsgeschwindigkeit der lebenden Hefe 
vom Beginn der Girung an gleichmibig zunimmt (Tabelle 8. 261) 
macht die Auffassung, es handle sich bei der Z-Wirkung um 
eine Vermehrung des Enzymsystems der Girung unwahrschein- 
lich. Eine direkte Aktivierung des Zymasesystems der Heie, 
wie es Willaman und Olsen‘) ohne eingehendere Besprechung 
fiir Bios annehmen, ist beziiglich der Wirkung von Z deswegen 

') Wildiers, La Cellule, Bd. 18, 8. 313 (1901). 

2) Siehe C. Funk, Die Vitamine, 3. Autl., 1924. — Euler, Vitaminer 
och tillviixtfaktorer. Stockholm 1924. 

‘) Mit Axtmayer, Jl. of Biol. Chem. Bd. 75, S. 207 (1927) 

4) Jl. of Biol. Chem. Bd. 55, S. 815 (1923). 
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nicht ohne weiteres annehmbar, weil der gleiche Faktor Trocken- 
hefe nicht aktiviert.’) 

SchlieBlich ist die Begiinstigung der Permeabilitit der 
Zellmembran durch den Faktor Z in Betracht zu ziehen. Bei 
weitergehenden Reinigungsversuchen bleibt diese Miéglichkeit 
experimentell zu priifen. 

Auf die Beziehungen zwischen dem ,,Bios“ Wildiers 
und dem wasserléslichen Wachstumsfaktor, fiir welche die 
Arbeiten von Funk und Dubin’), Abderhalden und Schau- 
man’), Williams‘), Willaman), Bachmann’), Fulmer 
und Nelson’), Eddy und Stevenson‘), Frinkel und 
Schwarz*) Anhaltspunkte bieten, sind wir hier nicht niher 
eingegangen. Sie wurden zum Teil in friiheren Arbeiten aus 
diesem Institut (Euler und S. Karlsson?%), Tholin?}) u. a) 
beriihrt. DaB die wasserléslichen Wachstumsfaktoren nichts 
mit dem antineuritischen Vitamin B zu tun haben, diirfte 
durch die Versuche von L. B. Mendel, H. C. Sherman”), 
Suzuki’), Peters u. a. erwiesen sein. 


1) Immerhin ist zu bedenken, daB lebende Hefe zum allergréften 
Teil das Enzymsystem der Giirung an das Plasma gebunden enthiilt; 
wihrend in der Trockenhefe die Komponenten der Girung sich zum 
Teil frei oder in lockerer Bindung befinden. Es wiire also immerhin die 
(vorliufig noch ganz hypothetische) Annahme zu erwiigen, daB das an 
das Protoplasma gebundene Enzymsystem der Giirung einen spezifischen 
Aktivator besitzt, welcher gegeniiber dem Enzymsystem der Trockenhefe 
unwirksam ist. 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 48, S. 431 (1921); Funk u. Paton, Jl. 
Met. Res. Bd. 1, 8. 737 (1922). 

*) Pfliigers Arch. Bd. 172, S. 1 (1918). 

4) Jl. of Biol. Chem. Bd. 38, 8. 465 (1919). 

°) Jl. of Biol. Chem. Bd. 55, S. 815 (1923). 

6) Jl. of Biol. Chem. Bd. 39, S. 235 (1919). 

) Jl. Am. Chem. Soe. Bd. 44, 8. 68 (1922). 

8) Jl. of Biol. Chem. Bd. 43, 8. 295 (1920). 

®) Biochem. Zs. Bd. 112, S. 203 (1920); Bd. 126, 8. 265 (1922). 

1°) Biochem. Zs. Bd. 180, $. 550 (1922). 

N) Diese Zs. Bd. 115, S. 235 (1921). 

™ H.C. Sherman u. Axtmayer, Jl. of Biol. Chem. Bd. 75, 
S.207 (1927). 

8) U. Suzuki, Scient. Papers Inst. Phys. d. Chem. Research Nr. 63 
(1926). 
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Zusammenfassung. 


Die von uns, sowie von Euler und Olof Swartz friiher 
festgestellte wesentliche Verschiedenheit von Co-Zymase 
und Faktor Z (dem Stoff, welcher die Girungsgeschwindigkeit 
der lebenden Hefe ohne Vermehrung der Zellenzahl erhéht 
wurde durch neue, quantitative Versuche bestatigt und weiter 
bewiesen. Wihrend eine Hefenkochsaftmenge, welche nur 2 Co 
(Co-Zymaseeinheiten) enthalt, die Garung frischer Hefe um mehr 
als 100°/, beschleunigt, ist gereinigte Co-Zymaselésung von 
30 Co unwirksam. Umgekehrt aktivieren Loésungen, welche 
keine Co-Zymase enthalten, die frische Hefe sehr stark. 

Die Annahme Kostytschews, daB zugesetzte Co- 
Zymase die Girung der frischen Hefe aktiviert, kann 
nicht aufrechterhalten werden; diese Annahme ist deshalb 
bei der Diskussion der Frage, ob die Garung der Trockenhefe 
auf die Wirkung lebender Zellen zuriickgefiihrt werden kann, 
nicht verwendbar. 

Ergebnisse iiber die Léslichkeit und Fallbarkeit des Akti- 
vators Z werden mitgeteilt. 

Die Aktivierung der frischen Hefe durch Hefenextrakt 
kann weder auf die Gegenwart von Aminosaiuren noch aut 
diejenige von Hexosephosphaten zuriickgefiihrt werden. 








Uber einige Sterine des Pflanzenreichs. 
Von 


Kurt Bonstedt. 


(Aus dem Allgem., Chem. Universitatslaboratorium Géttingep, 


(Der Redaktion zugegangen am 23, April 1928. 


Unter den pflanzlichen Sterinen besitzt das sogenannte 
 sitosterin® die gréBte Verbreitung. Es ist dem Cholesterin 
sehr ahnlich und wird als ein Isomeres des Cholesterins an- 
gesehen.') Die vorliegende Arbeit hatte als Ziel, die Be- 
ziehungen zwischen diesen beiden Sterinen weiter zu unter- 
suchen. 

Das mir als Ausgangsmaterial zur Verfiigung stehende 
Rohphytosterin aus Sojabohnenil, fiir dessen Uberlassung ich 
der Hansa-Miihle G. m. b. H., Hamburg, zu groBem Dank ver- 
pflichtet bin, behandelte ich nach der von Windaus und 


Hauth?) angegebenen Methode und konnte so — allerdings 
erst nach zweimaliger Durchfiihrung der Bromierung — eine 


Trennung von Stigmasterin und .Sitosterin“ erreichen. Der 
Gehalt an Stigmasterin wurde zu etwa 25°), ermittelt.‘) Das 
aus dem leicht léslichen Bromid gewonnene ,.Sitosterin™ schien 
im Schmelzpunkt, optischen Verhalten und im Schmelzpunkt 


1) Burian, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 18, S. 549 (1897); Ritter, 
Diese Zs. Bd. 34, S. 461 (1902); Windaus u. Hauth, Chem. Ber. Bd. 39, 
S. 4378 (1906); Bd. 40, 8. 3681 (1907); Piekard u. Yates, dl. of the 
Chemical Soe. Bd. 98, S. 1928 (1908); Heidusehka u. Gloth, Areh. 
der Pharm. Bd. 253, 8S. 415 (1915); Windaus u. Rahlén, Diese Zs. 
Bd. 101, $. 228 (1918); Windaus u. Brunken, Diese Zs. Bd. 140, 8. 52 
(1924), 

2) Windaus u. Hauth, Chem. Ber. Bd. 39, 8. 4378 (1908). 

8) Vel. auch Klobb u. Bloch, Bull. Soe. chim. France [4] Bd. 1, 
S. 422 (1907); Keimatsu, Chem.-Ztg. Bd. 85, 8.8389 (1911); Matthes 
u. Dahle, Arch. der Pharm. Bd. 249, S. 486 (1911). 
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seines Acetats und Propionats mit dem Sitosterin aus Weizer- 
keimlingen identisch zu sein. 

Mit diesem von mir als einheitlich angesehenen Sitosterir 
habe ich nun eine Reihe von Umlagerungsversuchen vor- 
genommen, in der Hoffnung, hierbei zu Derivaten zu gelangen, 
die nicht isomer, sondern identisch mit den ents 
Cholesterinabkémmlingen sein wiirden. 

AnschlieBend an Beobachtungen, die Windaus* bei Ver- 
suchen, das Cholesterin in das Koprosterin iiberzufiihren 
machte, erhitzte ich das Sitosterin mit Nickel als Katalysator. 
Es entstand dabei durch Dehydrierung der Alkoholgruppe und 
Hydrierung der Doppelbindung Sitostanon. Das so erhaltene 
Produkt gab mit Sitostanon, das durch O; ydation von Sito- 
stan-ol gewonnen war, keine Depression des Schmelzpunktes. 
Ks wurde zur weiteren Identifizierung noch zur entsprechende 
Dicarbonsiure oxydiert, die den Schmelzp. 225—226° zeigte 
und mit der Dicarbonséure aus Sitostan-ol keine Depressi 
zeigte. 

Kine weitere, am Cholesterin durchgefiihrte Umlagerung 
beschreibt Mauthner?’), der vom Cholesten ausgehend dur 
Anlagerung und Wiederabspaltung von Chlorwasserstof zum 
Pseudocholesten gelangte und dieses durch a Hy- 
drierung in einen gesiattigten Kohlenwasserstc 
cholestan, iiberfiihren konnte. Durch Anlageru 
wasserstoff an Sitosten erhielt ich das poets chte Hydro 
chlorid in schén ausgebildeten Blattchen vom Sechmelzp. 132 
bis 133°. Aus diesem Hydrochlorid konnte ich durch Behandel 
mit frisch entwiissertem Kaliumacetat einen dem Pseude 


= 
o 
oO 
pa 
ne 
i 
C2. 
T 


cholesten entsprechenden Stoff erhalten, den ich iaake: 
sitosten nennen michte. 

Die Analysenresultate des Sitostenhydrochlorids zeigen eine 
schlechte Ubereinstimmung mit den berechneten Werten, denn 


der Chlorgehalt erreichte nie die theoretisch verlangte Hohe. 
Ich vermutete daher, daB in dem angewandten Material ein 
) W bide aus, Chem. Ber, Bd. 49, 8. 1724 (1916); Liebigs Ann. der 


Chem. Bd. 458, 8S. 106 (1927). 
*) Mauthner, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 28, 8. 1113 (1907). 
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sit Stoff enthalten sei. Die gleichen Beobachtungen 
nachte ich, als ich an das Sitosterin selbst Chlorwasserstof 
inlagern wollte. Ich erhielt das erwartete Hyd 
} Nadeln vom Schmelzp. 155°, doch zeigten auch hier die Ele- 
mentaranalysen Abweichungen von den theoretischen Werten. 
Nun hat Anderson?) uae dab in dem .Sito- 


1? . . 
rneniomda ha 
PUCUIOLIN sit 


sterin* aus dem Endosperm von Mais ein wenig Dihydrosito- 


sterin vorhanden ist, und in dem Endosperm der W eizenkeim- 


—_ " 


linge hat er sogar einen verhaltnis 
Dihydro-sitosterin aufgefunden. 

Es erschien daher méglich, da& auch meinem Sitosterin 
aus Sojaél Dihydrositosterin beigem mengt sei. Ich versuchte 
daher auf gleichem Wege wie Anderson das Dihydro-sito- 
sterin im Soja-sitosterin anzureichern. Das Ausgangsmaterial 
vom Schmelzp. 137—138° und der spezifischen Drehung «= 
— 33,8° in Chloroformlésung zeigte dieselben Werte, die ron 
friheren Arbeiten bekannt waren und fiir das Sitosterin als 
charakteristisch gelten. Nach 15 maligem Umbkrystallisieren 
hatte sich bei dem Soja-sitosterin der Schmelzpunkt nur sehr 
wenig geindert: die Substanz schmolz bei 139°. Die Be 
mung des Drehungsvermiégens zeigte jedoch, daB eine Ande- 
rung eingetreten war, denn die Linksdrehung betrug jetzt nur 
noch 29,1°% Durch 35maliges Umkrystallisieren erbielt ich 
ein rechtsdrehendes Material vom Schmelzp. 142° und einem 
[ely =+4,7° Dieses Material war jedoch noch immer zur 
Teil ungesiittigt und wurde zur weiteren ssi einer Be- 
handlung mit Essigsiiureanhydrid und konzentrierter Schwefel- 
siiure unterworfen. Windaus und Resau* babes dies Ver- 
fahren zuerst in der Cholesterinreihe — uM gesittigte 
Kohlenwasserstoffe frei von ungesittigten Produkten zu er- 


halten. Das aus dem Material vom ‘Schmelzp. 142°, fe}, = 
+ 47° erhaltene Produkt zeigte nunmehr einen Schmelzpunkt 
5 | 7 


von 144° und eine Rechtsdrehung von 28,0°. Die Ausbdeute 
aus 50 ¢ Rohsitosterin betrug nur 0.4 ¢ Dihydro-sitosterin. 


') Anderson, Am, Soc. Bd. 46, 8S. 1450 uw. LTT (ig). 


*) Windaus u. Resau, Chem. Ber. Bd. 48, 8. Sot gid 





272 Kurt Bonstedt, 


Das durch haufiges Umkrystallisieren von Dihydrosito- 
sterin befreite Soja-sitosterin untersuchte ich auf seine Ein- 
heitlichkeit. Ahnliche Versuche an ,,Sitosterin“ aus verschiedenen 
Gramineen hat Anderson in letzter Zeit verdffentlicht}); er 
hat dabei drei Sitosterine aufgefunden, die er als «,9,7-Sito- 
sterin bezeichnet und die folgendermafen charakterisiert sind: 

Das y-Sitosterin hat die geringste Loéslichkeit und lift 
sich daher durch zahlreiches Umkrystallisieren anreichern; es 
besitzt den héchsten Schmelzpunkt (147—148°) und die starkste 
Linksdrehung ({@], =— 42°). Die niedrigeren physikalischen 
Konstanten des Ausgangsmaterials sind durch die Anwesenheit 
einer schwicher drehenden und tiefer schmelzenden Kompo- 
nente verursacht. Durch Bromierung konnte in dieser die 
Anwesenheit mindestens zweier Sterine nachgewiesen werden, 
a@- und f-, von denen das «-Sitosterin ein Bromsubstitutions- 
produkt liefert, das sich ohne Zersetzung nicht wieder ent- 
bromen lief. 

Die ersten 20 Mutterlaugen, die bei der Anreicherung des 
Dihydro-sitosterins erhalten wurden, vereinigte ich und acety- 
lierte das daraus erhaltene Material. Durch 30 maliges Um- 
krystallisieren erhielt ich ein Acetat vom Schmelzp. 143° und 
der Drehung [@], =— 46,8°. Das durch Verseifen erhaltene 
Soja-y-sitosterin schmolz bei 142° und zeigte die Drehung 
—44,8° Zur niheren Charakterisierung der Verbindung wurden 
einige Derivate bereitet, deren Schmelzpunkte und Drehwerte 
erheblich von denen des y-Nitosterins, das Anderson aus 
Weizenkeimlingen erhielt, abweichen, und die auch deutliche 
Unterschiede gegeniiber den in der friiheren Literatur be- 
schriebenen Sitosterinderivaten zeigen. 

Denselben Schmelzpunkt wie das Soja-;-sitosterin besitzt 
ein sitosterinartiges Phytosterin, das Windaus und Welsch? 
im Riibél aufgefunden haben, nur die Drehung ist um 10° 





geringer als bei Soja-7-sitosterin. Es lag die Vermutung nahe, 
daB im Riibdélsitosterin vielleicht reichlich  -Sitosterin  vor- 


1) Anderson, Am. Soe. Bd. 48, 8. 2972, 2976, 2997 (1926); JL of 
Biol. Chem. Bd. 71, 8. 389 (1927). 
*”) Windaus u. Welsch, Chem. Ber. Bd. 42, 8. 612 (1909). 
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handen sei und daB die um 10° geringere Drehung durch 
Anwesenheit eines rechtsdrehenden Dihydro-sitosterins bedingt 
sei. Um dies zu priifen, verfolgte ich wahrend 20 Krystalli- 
sationen die Anderung des Schmelzpunktes und der spezifischen 
Drehung an einem ,,Riibdlsitosterin“, das ich nach dem Ver- 
fahren von Windaus und Welsch aus rohem Ribdélphyto- 
sterin dargestellt hatte. Der Schmelzpunkt blieb konstant bei 
141—142°, wihrend die Drehung des Ausgangsmaterials von 
— 34,4° nach 20maligem Umkrystallisieren auf — 29,1° ge- 
sunken war. Es scheint also tatsichlich eine weniger stark 
links- oder sogar eine rechtsdrehende Komponente auch im 
Riibélsterin vorhanden zu sein; ihre Isolierung ist allerdings 
nicht gegliickt. 

Denselben MiBerfolg hatte ich, als ich versuchte das 
Acetat der am stirksten linksdrehenden Anteile zu _frak- 
tionieren. Zwei Sterinfraktionen von dem Drehungsvermégen 
— 34,1° und — 33,4° wurden acetyliert. Dies Acetat zeigte 
einen Schmelzpunkt von 130—131° und ein [@],, von —38,3°. 
Durch 20 maliges Umkrystallisieren konnte der Schmelzpunkt 
auf 137—138° gebracht werden, ohne jedoch konstant zu 
werden. Das optische Drehungsvermégen stieg nur um etwa 
1° auf — 39,3° Die Méglichkeit, dies Gemisch von einander 
scheinbar so nahestehenden Isomeren zu trennen, scheint sehr 
gering zu sein. Einige der héchsten Fraktionen wurden noch 
zu dem Dihydro-acetat hydriert (Schmelzp. 141°, [@],, = + 21,6, 
durch dessen Verseifung das Dibydrositosterin vom Schmelz- 
punkt 143° und dem Drehungsvermégen |e], = + 25,4° er- 
halten wurde. 

Die physikalischen Eigenschatten dieser Stoffe weichen 
noch sehr von denen des y-Nitosterins ab; meine Hoffnung, in 
dem Riibélsterin eine bessere Quelle fiir y-Sitosterin zu_be- 
sitzen, hat sich leider nicht bestiitigt. 

Schmidt und Waschkau!) gaben vor kurzem der Ver- 
mutung Ausdruck, daB das Riibélsterin wahrscheinlich Sito- 
sterin sei, Sie haben das Riibélsterin in das Digitonid iiber- 


1) Schmidt u. Waschkau, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 48, 8. 139 
(1927). 
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gefiihrt und dieses wieder gespalten und sind so zu einem 
Sterin vom Schmelzpunkt 137° gekommen. Ich fand jedoch, 
daf8 ein scharf bei 142° schmelzendes Riibélsterin vom spezi- 
fischen Drehungsvermégen [a]}’ = — 36,7° nach der Reinigung 
iiber das Digitonid den unverinderten Schmelzpunkt (142°) 
und dasselbe Drehungsvermégen ([a@]p° = — 36,9°) besaB. 

Das Ergebnis dieser Arbeit ist fiir die Bearbeitung der 
yoitosterine* unerfreulich. Es zeigt naimlich, daB das bisher 
fiir einheitlich angesehene ,,Sitosterin‘ aus einem  beinahe 
untrennbaren Gemische mehrerer Sterine besteht, die mit- 
einander Mischkrystalle bilden. Ich kann hierdurch also die 
Ergebnisse von Anderson bestitigen. 


Beschreibung der Versuche. 


Gewinnung des Sitosterins. 

Das rohe Soja-sterin der Hansamiihle in Hamburg bestand 
aus schén ausgebildeten Blittchen von hellgelber Farbe; zur 
Reinigung wurde dies Material aus groBen Extraktionshiilsen 
mit einem Gemisch von Ather und Methylalkohol extrahiert; 
im Extraktionskolben befand sich etwas Kaliumhydroxyd, das 
dazu diente noch etwa vorhandenes Fett zu verseifen. Nach 
beendeter Extraktion wurde das ausgeschiedene Produkt ab- 
filtriert und mit verdiinntem Methylalkohol griindlich gewaschen. 
Die so erhaltenen Phytosterinkrystalle bilden glinzende Blatt- 
chen von blendend weiBer Farbe. 

Die Entfernung des Stigmasterins geschah nach den von 
Windaus und Hauth gemachten Angaben; zur Reduktion 
der Bromide wurde an Stelle von Natriumamalgam metallisches 
Natrium verwendet. 

Das auf diesem Wege erhaltene Sitosterin zeigte einen 
Schmelzpunkt von 137—138° 1) Die Drehung des polarisierten 
Lichtes betrug bei 18,5°: [a], = — 33,9° (ce = 9,798) in Chloro- 
formlésung.”) 


') Alle in dieser Arbeit angegebenen Werte von Schmelzpunkten 
sind korrigiert. 

*) Alle angegebenen Messungen des optischen Drehungsvermégens 
wurden in Chloroformlésungen ausgefiihrt, nachdem die Substanz iiber 
Phosphorpentoxyd im Vakuum vyollig getrocknet war. 
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Umlagerung von Sitosterin mit Nickel. 


3g Sitosterin wurden mit etwa der gleichen Menge Nickel- 
katalysator, der nach der von Windaus beschriebenen Methode 
durch Reduktion eines sehr voluminésen Nickeloxyds her- 
gestellt wurde, 8 Stunden lang im EKinschmelzrohr auf 220° 
erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde nach dem Erkalten mit 
Ather herausgelést; die Lisung wurde vom Nickelpulver ab- 
filtriert, mit Tierkohle entfirbt und nach dem Abdestillieren 
des gréBten Teiles des Athers. mit heiBem Athylalkohol ver- 
setzt. Das auskrystallisierte Produkt besa’ nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus Alkohol und Aceton den Schmelzp. 156°. 
Mit Sitostanon gemischt zeigte es keine Depression des Schmelz- 
punktes. Zur sicheren Identifizierung wurde noch ein Teil 
des Sitostanons nach den Angaben von Windaus und 
Rahlén zur entsprechenden Dicarbonsiure oxydiert; die aus 
Kisessig umkrystallisierte Dicarbonsiure zeigte den Schmelz- 
punkt von 225—226° und ergab mit der ebenso schmelzenden 
Siure von Windaus und Rahlén keine Depression. 


Sitostenhydrochlorid. 


10 g gut getrocknetes Sitosten wurden in 3800 ccm Chloro- 
form gelést und 6 Tage mit trocknem Salzsiuregas behandelt. 
Hierbei farbte sich die Lésung langsam rosa und spiiter 
schmutzig rotbraun. Nachdem das Chloroform bis auf einen 
sehr geringen Rest abdestilliert worden war, wurde der Riick- 
stand in ungefihr 300 ccm wasserfreiem Aceton aufgenommen. 
Beim Erkalten schieden sich schén ausgebildete rechteckige 
Blattchen ab, die aus Aceton und aus Essigester umkrystallisiert 
wurden. Die Substanz schmolz bei 182—133°; sie ist leicht 
léslich in Ather und in Chloroform, ziemlich leicht in Essigester, 
schwer in Aceton und Alkohol. Die Ausbeute betrug 4—5 g. 

5,470 mg Substanz gaben 0,436 mg Cl. 


4,929 mg " » 0,392 mg Cl. 
4,976 mg a 5» 14,650 mg CO,, 5,28 mg H,O. 
5,204 mg i » 15,300 mg CO,, 5,49 mg H,O. 
C,,H,,Cl Ber. C 79,65°/, H 11,65°/, Cl 8,72°/, 
Gef. ,, 80,30 , 11,88 7,97, 


» 80,18 11,81 » 195. 





pe 
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Pseudositosten. 


4 g Sitostenhydrochlorid wurden in 300 ccm absolutem 
Alkohol gelést und 8 Stunden mit 15 g frisch entwissertem 
Kaliumacetat gekocht. Nach Zusatz von viel Wasser wurde 
die Lésung ausgeithert. Aus dem Riickstand der ‘therisch- 
alkoholischen Lésung krystallisierten chlorfreie Nadeln, die 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Ather—Alkohol bei 
69° schmolzen. In Ather ist der Kohlenwasserstoff sehr leicht 
léslich, in Aceton ziemlich leicht, in kaltem Alkohol schwer 
léslich. Mischt man Pseudositosten mit Sitosten, so tritt eine 
starke Schmelzpunktdepression ein. 


2,687 mg Substanz gaben 8,616 mg CO,, 3,01 mg H,0. 


2,359 mg ~— » 561mg , ,2,61mg , . 
Cy, Hi, Ber. C 87,47 °/, H 12,58 °/, 

Gef. ,, 87,45 5, 12,54 

», 87,41 5, 12,38. 


Sitosterinhydrochlorid. 


10 g bis zur Gewichtskonstanz getrocknetes Sitosterin 
wurden in einem Gemisch von 150 ccm absolutem Ather und 
150 ccm absolutem Alkohol gelést. In die eisgekiihlte Lésung 
wurde ein kriftiger Strom von trockenem Salzsiuregas ein- 
geleitet, bis die Gewichtszunahme 125 ¢ betrug. Schon wahrend 
des Einleitens schieden sich nadelférmige Krystalle ab; die 
Lésung wurde schmutzigbraun und fluorescierte moosgriin. Nach 
24 Stunden wurde die Lésung mit Eis gekiihlt, die aus- 
geschiedenen Krystalle wurden abfiltriert und iiber konzen- 
trierter Schwefelsiure und Kaliumhydroxyd im Vakuumexsic- 
cator getrocknet. Die Substanz wurde unter Vermeidung von 
Erwirmen durch Lésen in wenig Chloroform und Versetzen 
mit absolutem Alkohol umkrystallisiert. Sie krystallisiert in 
feinen Nadeln und schmilzt bei 155° unter Zersetzung. Aus- 
beute 5,5 g. Die Substanz ist iuBerst unbestindig und zersetzt 
sich schon beim Erwirmen ibrer Lésung in Chloroform. 


4,320 mg Substanz gaben 0,539 mg Cl. 
5,151 mg ™ » 14,120 mg CO,, 5,31 mg H,0. 
5,309mg si, ,, 14,485 mm ,, , 5,23 mg 


” 
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C,,H,OCl Ber. C 76,63%, H 11,2%, Cl 8,39, 
Gef. ,, 74,76 y 11,58 » 8,31 
> 74,41 yy 11,02 . 


Priifung des Soja-sitosterins auf Einheitlichkeit. 


Untersuchung auf Dihydrositosterin. 


50 g eines fiir rein geltenden Sitosterins vom Schmelz- 
punkt 137—138° und dem Drehungsvermégen [«]j* = — 33,9° 
wurden aus so viel absolutem Alkohol, wie gerade zur Liésung 
bei Siedetemperatur nétig war, umkrystallisiert. Der fiir diese 
Krystallisationen angewandte Alkohol wurde mit Calciumoxyd 
entwiissert und vor Gebrauch noch iiber Kaliumhydroxyd 
destilliert. Die Ergebnisse von 35 Krystallisationen sind in 
folgender Tabelle zusammengefaBt: 

















Anzahl der 
Menge 
Kry- Schmelzp. (o}b§ c 
stallisation g 
1 50,5 137—138 — 33,9 9,80 
15 10,3 139 — 29,1 9,34 
25 2,2 140—141 —14,4 8,79 
85 0,7 142 + 4,7 7,04 


Isolierung des Dihydro-sitosterins. 


0,7 g Substanz ([@],, = + 4,7° und Schmelzp. 142°) wurden 
in 12 com Tetrachlorkohlenstoff gelést und mit 3,5 ccm Essig- 
siureanhydrid versetzt. Unter guter Kihlung wurden jetzt 
3,5 ccm konzentrierte Schwefelsiure tropfenweise zugesetzt, 
wobei die von der Liebermann-Burchardschen Reaktion 
bekannten Farben auftraten, und sich ein deutlicher Geruch 
nach Schwefeldioxyd bemerkbar machte. Nach 5 Minuten ver- 
setzte ich die stark gekihlte Liésung mit einigen Tropfen 
Wasser, wodurch eine Trennung in zwei Schichten eintrat. 
Die klare Tetrachlorkohlenstofflésung wurde abgetrennt und 
in einem kleinen Scheidetrichter 3mal mit Wasser gewaschen; 
das nach Verdunsten des Tetrachlorkohlenstofis gewonnene 
Material wurde mit einer alkoholischen Kaliumhydroxydlésung 
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verseift; nach Zusatz von Wasser wurde das Dihydrositosterin 
mit Ather ausgeschiittelt und nach dem Umkrystallisieren aus 
Alkohol in schénen Bblittchen vom Schmelzp. 144° erhalten. 
Das Drehungsvermégen wurde in einer Lésung von der Kon- 
zentration c = 3,835 bei 18° zu [a], =-+ 28,0° gefunden. 


Isolierung des Soja-y-sitosterins. 


Das in den ersten 20 Mutterlaugen der oben erwihnten 
Krystallisation zur Anreicherung von Dihydrositosterin ent- 
haltene Material wurde durch 2 stiindiges Kochen mit Kssig- 
siureanhydrid in das Acetat iibergefiihrt. Dieses wurde in 
gleicher Weise 30 mal umkrystallisiert. Die ersten 5 Mutter- 
laugen lieferten Fraktion I, die Mutterlaugen der 6. bis 10. 
Krystallisation gaben vereinigt Fraktion I]. Die Ergebnisse 
lassen sich am besten in folgender Tabelle iibersehen: 


























Schmelzp. [o]p t c 
I 130 — 39,8 18,5 9,64 
II 133—144 — 40,3 18,5 11,13 
10 mal umkr. 138—139 — 44,3 18,5 9,98 
20mal_,, 140—141 — 44,7 17 10,82 
80mal_,, 143 — 46,8 17 11,94 


Das nach 30 maligem Umkrystallisieren erhaltene Produkt 
wurde durch Kochen mit alkoholischem Kaliumhydroxyd ver- 
seift. Nach Zusatz von Wasser konnte mit Ather das freie 
Soja-y-sitosterin isoliert werden. Es krystallisiert aus Alkohol 
in Blittchen, aus wasserfreiem Ather bekommt man es in 
Nadeln, wie dies ja beim ,,Sitosterin“ bekannt ist. Der Schmelz- 
punkt blieb bei wiederholtem Umkrystallisieren konstant bei 
142°. Das Drehungsvermégen wurde bei 17° in einer Lésung 
mit der Konzentration c = 4,59 zu —44,8° gemessen. 


Soja-y-sitostanol. 


0,9 g Soja-y-sitosterin wurden in 50 ccm reinem Kisessig 
bei 80° mit Palladiumschwarz hydriert. Das in Blittchen 
krystallisierende Hydrierungsprodukt schmolz bei 143—144°; 
die Drehung betrug bei einer Temperatur von 16,5° +20,8° 
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(c = 8,99). Die Salkowskische und die Liebermann-Bur- 
chardsche Reaktion sind negativ. 

Die Derivate des y-Sitostanols sind nach den in friiheren 
Arbeiten geschilderten Verfahren gewonnen. Die Beschreibung 
kann also hier sehr kurz sein. 


Soja-y-sitostanolacetat. 


Das durch Acetylieren gewonnene Soja-y-sitostanolacetat 
schmilzt bei 144—145° und dreht das polarisierte Licht in 
einer Lésung von der Konzentration c = 1,936 um 12,4° nach 
rechts (¢ = 20°). Die Farbenreaktionen nach Salkowski und 
Liebermann-Burchard sind beide negativ. 


Soja-y-sitostanon. 


Aus dem Soja-y-sitostanol erhielt ich durch Oxydation 
mit Chromsiiureanhydrid das Keton vom Schmelzp. 163°; [@]j,” 
betrug + 38,0° (c = 2,922). 


Soja-y-sitostan. 
Das Soja-y-sitostanon gab bei der Reduktion nach Clem- 
mensen einen Kohlenwasserstofi vom Schmelzp. 87°. Bei 15° 
betrug das Drehungsvermégen + 20,2° (c = 1,138). 


Soja-y-sitosterylchlorid. 


Das aus dem Soja-y-sitosterin bereitete Sitosterylchlorid 
zeigte den unscharfen Schmelzp. 104—110°, der bei 6 maligem 
Umkrystallisieren auf 115—116° stieg, ohne jedoch konstant 
zu werden, 

Soja-y-sitosten. 

0,2 g Soja-y-sitosterylchlorid wurden in 8 ccm absolutem 
Amylalkohol mit Natrium reduziert. Bei 3 maligem Umkrystal- 
lisieren aus Ather—Alkohol blieb der Schmelzpunkt konstant 
bei 73°. Die Substanz ist stark linksdrehend; éine bei 19° 
vorgenommene Messung ergab den Wert [ea], = —59,3° 
(c = 2,915). 

Riibélsitosterin. 

Die Gewinnung des sitosterinartigen Riibélsterins geschah 

nach den Angaben von Windaus und Welsch. Das er- 
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haltene Sitosterin besaB noch einen geringen Gehalt an Brassica- 
sterin; deshalb wurde es durch 10 maliges Umkrystallisieren 
aus Alkohol in 3 Fraktionen zerlegt. Die ersten 5 Mutter- 
laugen bilden Fraktion I, die sechste bis zehnte Fraktion I], 
wihrend das 10mal umkrystallisierte Material Fraktion III 
darstellt. Von jeder Fraktion wurden 0,5 g fiir sich bromiert. 
Fraktion III gab noch eine deutlich erkennbare Ausscheidung 
von Tetrabromidkrystallen. Die bromierte Fraktion Il wurde 
vorsichtig in Eis gekiihlt, wodurch eine Ausscheidung von 
Flocken hervorgerufen wurde; diese wurden abfiltriert und aus 
Ather—Alkohol umgelést. Es schien ein véllig amorphes Produkt 
zu sein, doch lieB die mikroskopische Betrachtung hin und 
wieder ausgeprigte Tetrabromidkrystalle erkennen. In der 
Fraktion I konnten selbst nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
des Bromids keine Krystalle gefunden werden. Ich glaube 
deshalb diese Fraktion fiir véllig frei von Brassicasterin halten 
zu diirfen. 

6,4 g dieses Acetats wurden mit 100 ccm einer 10°/, igen 
alkoholischen Kalilauge verseift. Das nach dem Erkalten aus- 
geschiedene Sterin wurde abfiltriert, mit wifrigem Alkohol 
eriindlich gewaschen und aus Ather—Alkohol umkrystallisiert. 
Ks bildet Blittchen, die sich in ihrem Aussehen durch nichts 
von den Sitosterinkrystallen unterscheiden. Der Schmelzpunkt 
dieses Sterins liegt bei 141—142°, [a]}* = —34,4, c = 4,25. 


Untersuchung auf einen Gehalt an Dihydro-sitosterin. 


5 g des Sterins wurden 10 mal umkrystallisiert; die Mutter- 
laugen 1—5 wurden zu Fraktion J, 6—10 zu Fraktion I 
vereinigt. Das schon 10 mal umkrystallisierte Produkt wurde 
weiter krystallisiert. Die Ergebnisse zeigt folgende Tabelle: 





Schmelzp. [aly t c 
I 141-—142° —34,1° 20 3.604 
Il 141—142 — 33,4 20 8,710 














10 mal umkr. 141—142 — 32,2 20 3,322 
2,8 


20 mal + 141—142 — 29,1 21 
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Fraktionierung des Acetats. 


Die Fraktionen I und IJ wurden vereinigt und die er- 
haltenen 3g mit 6 ccm Hssigs’ureanhydrid acetyliert. Das 
aus Alkohol umkrystallisierte Acetat schmolz bei 130°. [a]i° = 
— 38,3° (c = 3,081). 

Durch 10 maliges Umkrystallisieren erhielt ich, analog dem 
obigen, die Fraktionen I, IJ und das 10 mal umkrystallisierte 
Produkt. Die Tabelle zeigt das Verhalten des Acetats bei 
20 Krystallisationen: 














Schmelzp. [o}2,9 e 
Ausgangsmaterial ... . 130° — 38,3 3,081 
Fraktion I. . 2... 129 ~ 38,0 3,237 
|e 129—130 —~ 38,1 3,124 
10 mal umkrystallisiert. . . 134 — 39,0 3,586 
15 mal “a oe 135—136 ~ 39,9 3,183 
20 mal , es 137—138 — 39,3 1,832 
Hydrierung. 


Die iiber 184° schmelzenden Fraktionen des Acetats wurden 
vereinigt; ich erhielt so 0,5 g Acetat vom Schmelzp. 134°, die 
in 50ccm reinem Kisessig mit Palladiumschwarz hydriert 
wurden. Das aus Alkohol 2 mal umkrystallisierte Hydrierungs- 
produkt schmolz bei 141°. Das Drehungsvermégen bei 20° 
und einer Konzentration c = 3,267 +21,6° 

0,3 g dieses hydrierten Acetats wurden mit 10 ccm alko- 
holischer Kalilauge (10°/,) verseift; das erhaltene hydrierte 
Sterin schmolz bei 143° und besaB ein Drehungsvermégen [a@]j) = 
+25,4° (c = 2,284). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXAXVI, 19 














Diacetyl ein Stoffwechselprodukt? 


Von 


Hans Schmalfu8 und Helene Barthmeyer. 


(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. April 1928.) 


In einer friiheren Arbeit!) zeigten wir, daB Kohlenhydrate, 
wie Glykolaldehyd, Dioxy-aceton und Glykose (in waBrigen 
Lésungen), Arabinose, Rohrzucker, Starke, Cellulose, ferner 
auch Weinsiiure (als solche) beim stirkeren Erhitzen Diacety| 
entstehen lassen. 

Wir fanden neuerdings, da8 hingegen Fumarsiiure, Bern- 
steinsiure und Apfelsiure (als solche) bei der gleichen Be. 
handlung kein Diacetyl entstehen lassen.”) 

Durch diese Befunde wurde die Vermutung’) stark ge- 
stiitzt, da Diacetyl, soweit es bisher aus Organismen ge- 
wonnen wurde, ein Kunstprodukt ist, das erst beim Erhitzen 
von Kohlenhydraten und nahe verwandten Stoffen entsteht. 
Als Stoffwechselprodukt wurde Diacetyl unsres Wissens bisher 
nicht einwandfrei identifiziert.*) 

Da nun hiufig Reaktionen, die sonst nur bei héherer 
Temperatur verlaufen, bei Gegenwart geeigneter Fermente auch 
in der Kilte mit meSbarer Geschwindigkeit vor sich gehen, 
so suchten wir in der freien Natur, in Fabriken und in bio- 


1!) H. SchmalfuB u. H. Barthmeyer, Chem. Ber. Bd. 60, 8. 1035 
(1927), 

*) Welche Atomgruppierungen fiir das Entstehen von Diacety! 
Voraussetzung sind, wird weiter untersucht. 

5) Vgl. hierzu Schimmel & Co., Geschiftsber. April 1901, 8. 12 

*) Zwar wird z. B. von P. Mazé, Compt. rend. S. de Biologie Bd. $1 
S. 1150 (1928), behauptet, daB Diacetyl Stoffwechselprodukt sei, doch 
sind unseres Wissens keine Versuche mitgeteilt, diese Behauptung zu 
beweisen. 


) 
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logischen Laboratorien systematisch mit der Nase, ob nicht 
irgendwo Diacetyl aufzufinden sei. 

Es gelingt nimlich einer geiibten Nase, Diacetyl in wab- 
riger Lisung noch in einer Konzentration von 0,00015°/, mit 
Sicherheit zu erkennen. 

Bei der Besichtigung eines bakteriologischen Laboratoriums 
bemerkte Schmalfu8B an einer Kultur von Streptococcus 
acidi lactici Grotenfeldt + Streptococcus cremoris}) 
neben dem Nahrbodengeruch einen schwachen Geruch nach 
Diacetyl. Der Nahrboden war sterilisierte Milch, die 
ungeimpft nur ihren bekannten charakteristischen Eigengeruch 
besaB. Die chemische Untersuchung ergab dann auch, dab 
der Nahrboden frei von Diacetyl war, wahrend die Kultur 
geringe Mengen Diacetyl enthielt. 

Versuch 1: 1 Liter der Kultur wurde bei einem Druck von etwa 
Smm Quecksilber und bei etwa 10° fraktioniert destilliert. Hierbei 
wurde die Kondensation der Dimpfe durch gute Kihlung erzwungen. 
In den ersten Anteilen des Destillats lieB sich mit Hilfe der Nickel- 
probe*) mit Sicherheit Diacety] nachweisen. GréBere Mengen Diacety! 
fanden sich in den ersten Anteilen des Destillats, wenn die Kultur mit 


Kochsalz versetzt und dann im Kohlendioxydstrom bei gewéhnlichem 


is 7] 


Druck aus einem Olbade von 150° bei etwa 102° fraktioniert destilliert wurde. 

Dieser Befund laBt den Einwand zu, daB durch das Er- 
hitzen neue Mengen von Diacetyl gebildet seien. Doch fanden 
sich auch in den ersten Anteilen des Destillats einer waBrigen 
Liésung von reinem synthetischem Diacetyl beim Destillieren 
in der Hitze wesentlich gréBere Mengen Diacetyl als beim 
Destillieren bei etwa 10°. | 

Andrerseits ergab sterilisierte Milch an sich unter den 
gleichen Umstiinden weder in der hialte noch in der Hitze 
Diacetyl. Auch wenn von Milchsiure, die in der Kultur aus 
Milchzucker entsteht, etwa 03°), zugesetzt wurden, dnderte 
sich hieran nichts. 

Die oben erwihnte Kultur enthielt zu wenig Diacetyl, als 


1) W. Henneberg, Handbuch der Garungsbakteriologie, Parey., 
Berlin 1926, 2. Aufl., Bd. II, 8. 135. 
2) H. SehmalfuB u. H. Barthmeyer, Chem. Ber. Bd. 60, 8. 1035 


(1927), 


19* 
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daB seine Menge fiir eine genauere Analyse ausgereicht hit: 
Deshalb wihlten wir fiir die Analyse die Reinkultur eines 
Milchsiurebakteriums aus der Gruppe der ,langen“ Milch. 
siiurebakterien’), die sich qualitatiy ebenso verhielt, wie dic 
erstgenannte Kultur, doch starker nach Diacetyl roch. Ans 
den ersten Anteilen des Destillats von 5 Litern Kultur isolierte:, 
wir das Diacetyl als Dioxim, wovon wir etwa 1,7 mg er. 
hielten. 


Versuch 2: Um das Dioxim zu reinigen, wurde es in wen: 
Alkohol gelést und mit Wasser umgefallt. Ein Staéubchen des Dioxims 
gab die Nickelreaktion. 

Wir entschlossen uns trotz der geringen vorhandenen Menge zur 
Stickstoffbestimmung nach Dumas-Pregl. Denn der Stickstoffgeha't 
des nachst héheren und der des nichst niederen Homologen weichen 
um mehr als 2,5°, ab. Die Fehlergrenze fiir eine Einwage von 1,4 mg 
Dioxim betriigt fiir unsere Apparatur etwa + 0,7°). 

1,449 mg isolicrten Dioxims: 0,312 cem N (21°, 760 mm). 

C,H,0.N, Ber. 24,1°/, N 
Gef. 24,7 ,,. 

Das isolierte Dioxim schmolz im geschlossenen Réhrche: 
bei 235° Der Mischschmelzpunkt mit synthetischem Diacetyl- 
dioxim (Schmelzp. 235°) lag ebenfalls bei 235°. 

Durch die Analyse und den Mischschmelzpunkt des Di- 
oxims, im Verein mit dem qualitativen Nachweis von Diacety| 
nach der Kaltdestillation und dem Geruch der Kultur ist zwar 
bewiesen, daB Diacetyl in der Kulturfliissigkeit entsteht, nicht 
aber, daB es Stoffwechselprodukt der Bakterien ist. DaB ein 
Stoff unmittelbares Stoffwechselprodukt eines Bakteriums ist, 
laBt sich wohl stets nur wahrscheinlich machen. Denn di 
Denkmiglichkeiten, wie der gefundene Stoff mittelbar aus an- 
genommenen Stoffwechselprodukten entstehen kinnte, lassen 
sich experimentell kaum jemals erschépfen. Viele von diesen 


) 


Denkmdglichkeiten sind aber von vornherein unwahrscheinlich 
und miiBten als Kinwiinde erst geniigend gestiitzt werden. 
Fiir unsere Kulturen war zweifellos der Einwand  be- 


') B. Lehmann u. O. Neumann, Atlas und Grundri8 der Bak 
teriologie, Lehmann, Miinchen 1920, 6. Auth, S. 8038. Die genauere 
Stellung des Bakteriums im System ist noch unbekannt. 
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rechtigt, daB die Bakterien nur Methyl-acetyl-carbinol bildeten, 
nicht aber Diacetyl. Das Diacety! entstinde vielmehr, ohne 
daB die Bakterien mitwirkten, erst mittelbar wer +h den KinfluB 

Luftsauerstoffs. Fir diesen Einwand sprachen 2 Griinde: 

1. Methyl-acetyl-carbinol ist in Kulturen ‘ee 
Mikroorganismen, von denen ein Teil mit unseren Mikro- 

organismen sehr nahe verwandt ist, gefunden worden.} 

Es lieB sich beobachten, daB die Kulturen am meistet 
Diacetyl bildeten, wenn sie in flacher Schicht dem Luft- 
sauerstoff eine groBe Oberflache darbieten. 

Um den genannten Einwand zu priifen, benutzten wir 
tolgende Erfahrung. Die Menge des Diacetyls nimmt in den 
Kulturen unter den gewahlten Bedingungen zuniachst stark zu, 
dann aber, wenn die Produktion des Diacetyls nachgelassen 
hat, stark ab. 

Setzten wir also zu sterilisierter Milch ‘mit oder ohne 
Zusatz von Milchsiure) geniigend, aber nicht zu viel Methyl- 
acetyl-carbinol hinzu, das nur so viel Diacetyl beigemischt ent- 
‘elt, daB im Destillat Diacetyl noch mit Sicherheit nach- 

isbar war, so bestanden als Extreme zwei Méglichkeiten: 
entweder das Diacetyl verschwand in kurzer Zeit vollstandig, 
las Methyl-acetyl-carbinol lieB sich aber im Destillat noc 
achweisen.*) Dann entstand das Diacetyl in der Kultur nicht 
durch, daB der Luftsauerstofi ohne Vermittlung der Bak- 

Methyl-acetyl-carbinol oxydierte: oder 2. die Menge des 

iacetyls nahm auf Kosten des Methyl-acetyl-carbinols zu. 


L 


eS ' 


4 


Dann konnte in der Kultur das Diacetyl auch ohne Vermitt- 
lung der Bakterien aus Methyl-acetyl-carbinol entstehen, wen 
Methyl-acetyl-carbinol darin vorhanden war. 

Wir schicken voraus, daB Methyl- acetyl-carbinol weder in der (mit 
Hilfe von Zink gewonnenen) dimolekularen Form noeh in der mono- 
molekularen Form an sich die Nickelreaktion gibt. 

Versuch 38: Die Hiilfte der sterilisierten Milch, die 02°, Methyl- 


} 


: . ° y : : a . Ress rata QS eee 
acetyl-carbinol im Gemenge mit sehr wenig Diacety! siehe oben), sowie 





) Literaturzusammenstellung s. Beilstein-Prager-Jacobsen, 
Handbuch der organ. Chemie, 4 Autl, Springer, Berlin 1918, I, 72s. 
*) Methyl-acetvl-earbinol ist, ebenso wie Diacetyl, mit Wasserdampf 


Jus ° 
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0,3°/, Milchsiure enthielt, wurde kurz nach dem sterilen Vermischen im 
Kohlendioxydstrom destilliert. Das Destillat gab mit dem Nickelreagen; 
nach dem Erwirmen augenblicklich eine deutliche Reaktion auf )j- 
acetyl. Die andere Hiilfte wurde genau wie die Kulturen bei etwa 
30° unter Luft aufbewahrt und nach 24 (oder auch 48) Stunden in dey 
gleichen Weise destilliert. Das Destillat gab mit dem Nickelreagens 
nach dem Erwirmen selbst nach lingerem Stehen keine Reaktion au 
Diacetyl'); erst nach vielen Stunden hatte sich eine sehr geringe 
Menge Niederschlags gebildet. Dagegen enthielt das Destillat deutlich 
nachweisbare Mengen Methyl-acetyl-carbinol. Denn Fehlingsche Li- 
sung’) (1 Tropfen auf 1 ccm Destillat) wurde schon in der Kiilte deutlich 
reduziert, stiirker noch in der Wiarme; auch roch das Destillat deutlich 
nach Methyl-acetyl-carbinol. 

Da Diacetyl durch das Nickelreagens noch in einer Kon- 
zentration von 0,0024°/, nachweisbar ist, sich aber mit Hilfe 
der Fehlingschen Lésung schon in einer Konzentration von 
0,03°/, in der Kialte und 0,005°/, in der Hitze gerade nicht 
mehr erkennen lat, reicht der Nachweis mit Fehlingscher 
Liésung fiir Methyl-acetyl-carbinol aus, zumal das Destillat von | 
sterilisierter Milch, die 0,03°/, Milchséure enthilt, Fehling- 
sche Lésung auch in der Hitze nicht reduziert. 

Aus dem typischen Geruch der Kultur nach Diacetyl, ge- 
meinsam mit den chemischen Untersuchungen folgt mit de1 
oben gegebenen EKinschrinkung, da& Diacetyl ein Stoffwechsel- 
produkt der untersuchten Bakterien ist. 


1) Wurde zu 1cem Destillat 0,001 g Diacetyl in 1 ecm Wasser 
hinzugesetzt, so entstand schon wiihrend des Erhitzens eine kriftige 
Reaktion. Es war also nicht etwa ein reaktionshemmender Stoff zu- 


gegen. 
*) Lésungen nach Fehling-Soxhlet. 1 Teil Kupfersulfatlésung 

+ 2 Teilen alkalischer Tartratlésung; E. Abderhalden, Bioch. Arbeits- 

methoden, Urban u. Schwarzenberg, Berlin 1910, II, 169. 
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Uber Alkoholgarung. 
(XVII. Mitteilung.) 


Brenztraubensaure als ein intermediares Produkt 
der alkoholischen Hefegarung. 


Von 


S. Kostytschew und S. Soldatenkow. 


Aus dem Laboratorium fir Biochemie der Pflanzen d. Akad, d. Wissensch. in Leningrad. 


(Der Redaktion zugegangen am 26, April 1928.) 


In unseren Untersuchungen iiber die chemische Seite der 
Milchs’uregirung haben wir Brenztraubensiure in Form ihres 
Semicarbazons abgefangen.') In weiteren Versuchen ist es uns 
nunmehr gelungen, auf eine analoge Weise die Bildung der 
Brenztraubensiiure auch bei der alkoholischen Hefegirung 
nachzuweisen. 

Wir waren leider nicht in der Lage, dieselbe Heferasse 
zu verwenden, die zu unseren friiheren Versuchen tiber Hefe- 
cirung diente. Wir arbeiteten mit einer anderen Rasse der 
untergirigen Bierhefe. Die ersten Versuche wurden bei niedriger 
Temperatur und saurer Reaktion der Lésung ausgefiihrt. Zu 
diesem Zwecke versetzten wir das Girgut mit einer Lésung 
von Semicarbazidhydrochlorid und einer &quivalenten Menge 
yon Natriumacetat und lieBen die VersuchsgefiiBe bei 5° stehen. 
Das Abfangmittel wurde in kleinen Portionen allmahlich hinzu- 
gefiigt. Nach Beendigung der Giirung konnte das Brenztrauben- 
siiuresemicarbazon auf die weiter unten beschriebene Weise 
leicht isoliert werden und erwies sich sofort als analysenrein. 


') Diese Zs, Bd. 168, 8, 124 (1927). 
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Vorerst nahmen wir an, daB namentlich die saure Reaktion 
der Lésung eine fiir das Abfangen von Brenztraubensiiure 
notwendige Bedingung darstellt. Es zeigte sich jedoch nach- 
triglich, da8 Brenztraubensiure bei neutraler oder gar alka- 
lischer Reaktion der Lésung ebenfalls isoliert wird und zwar 
sowohl bei niedriger Temperatur als im Brutschrank. Wir 
haben unsere in der XII. Mitteilung iiber Alkoholgirung') be- 
schriebenen Versuche in Anbetracht der neueren Kinwinde von 
Neuberg und Kobel?”) wiederholt, erhielten aber nunmehr 
nicht die geringsten Mengen von Methylglyoxaldisemicarbazon 
oder von Hydrazodicarbonamid. Dagegen vermochten wir 
Brenztraubensiuresemicarbazon sofort in analysenreinem Zu- 
stande zu isolieren. 

Wir halten die Annahme fiir ausgeschlossen, daB wir die 
Brenztraubensiure in unseren friiheren Versuchen versaiumt 
haben, da wir damals, ohne es schriftlich zu erwahnen, dieselbe 
Methode benutzt haben, die in den nunmehr gelungenen Ver- 
suchen in Anwendung kam. Dieselbe erméglicht die Entdeckung 
sehr geringer Mengen des Brenztraubensiiuresemicarbazons. Die 
freie Substanz ist in Wasser ziemlich leicht léslich, liefert 
aber einige schwer ldsliche Metallsalze. Besonders schwer 
léslich ist das Zinksalz, ziemlich wenig léslich ist auch das 
Calciumsalz. Wir haben daher das Giirgut immer mit Calcium- 
carbonat versetzt, zum beginnenden Sieden erhitzt, schnell 
filtriert und unter vermindertem Druck bei 40° eingeengt. 
Nach kurzem Stehenlassen bildete sich regelmiBig ein aus 
feinen Nadeln bestehender krystallinischer Niederschlag des 
Calciumsalzes des Brenztraubensiiuresemicarbazons. 

Wir haben im ganzen 10 Versuche mit Zuckergabe und 
auferdem mehrere Versuche ohne Zuckergabe ausgefiihrt. Die 
Versuche haben wir bei verschiedenen Temperaturen und bei 
verschiedener Reaktion der Lésung angestellt. In siimtlichen 
mit Zucker versetzten Portionen haben wir ohne jede Schwierig- 
keit Brenztraubensiiuresemicarbazon entdeckt, die mit Zucker 


1) Diese Zs. Bd. 168, 8. 128 (1927). 
*) Biochem. Zs. Bd. 191, 8. 472 (1927). 














Uber Alkoholgirung. 289 


nicht versetzten Portionen licferten dagegen nicht die geringsten 
Mengen des Brenztraubensiuresemicarbazons. Die Substanz 
war immer sofort analysenrein. Die Resultate unserer Versuche 
zeigen, daB Brenztraubensiure namentlich bei Zuckervergirung 
entsteht. 

Die bis auf die letzte Zeit hin fortbestehenden Uneinig- 
keiten beztiglich der intermediiren Bildung der Brenztrauben- 
siure im Vorgange der alkoholischen Girung zeigen deutlich, 
daB strikte Nachweise der Bildung der Brenztraubensiure bei 
der Girung bisher fehlten. Es scheint uns, da8 durch unsere 
Versuche ein zweifelioser Nachweis der Brenztraubensiure 
schlieBlich gelungen ist. 

Nachstehend geben wir die Beschreibung eines bei 10° 
ausgefiihrten Versuchs an. 

3 Liter einer 10°/,igen Rohrzuckerlésung mit 75 g ab- 
sepreBter reiner Hefe. Nach Ablauf von 24 Stunden wurde 
ine Lésung von 18 g Semicarbazidchlorhydrat nebst Aaqui- 
valenter Menge von Natriumacetat hinzugesetzt. Nach 72 Stunden 
wurden zunichst 8 g Calciumcarbonat, dann aber noch 18 g Semi- 
carbazidchlorhydrat und Natriumacetat zugegeben. Die Garung 
dauerte beinahe 3 Wochen. Nach dem Aufhéren der CQ,- 
Bildung wurde das Girgut mit einem Uberschu8 von Calcium- 
arbonat versetzt, zum Sieden erhitzt, schnell filtriert, mit 
neiBem Wasser nachgewaschen und das Filtrat mit dem 
Waschwasser vereinigt. 

Die Lésung wurde bei 12 mm und 40° auf 60 ccm ein- 
ccengt, wobei sofort ein krystallinischer Niederschlag entstand. 
Derselbe vergréRerte sich nach einem etwa 15 Stunden dauern- 
dem Stehenlassen. Aus dem Calciumsalz wurde das freie 
Semicarbazon durch Siurewirkung dargestellt und erwies sich 
als analysenrein. Die Ausbeute betrug etwa 3,2 g. 

Die Substanz schmolz bei 218—219°. Die Titration in wiiBriger 
Losung lieferte folgendes Resultat: 

0,1056 g Substanz bendtigten 7,3 cem 0,1 n-NaQH. 

Abgewogen: 0,1056 g. Titriert: 0,1059 g. 

0,1100 g Substanz gaben 28,2 cem N bei 18° und 750 mm. 


Fiir C,H,N,0, Ber. 28,97°/, N Gef. 29,08 °/, N. 
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Durch Erhitzen auf dem Wasserbade mit p-Nitrophenylhydrazin 
in essigsaurer Liésung haben wir aus dem Brenztraubensiuresemicarbazon 
ohne jede Schwierigkeit das p-Nitrophenylhydrazon der Brenztrauben- 
siure dargestellt, das sofort in analysenreinem Zustande vorlag. Die 
Gesamtmenge des gleichzeitig wohl entstehenden p-Nitrophenylsemi- 
carbazids bleibt in der Lésung. 


Das p-Nitrophenylhydrazon der Brenztraubensiiure schmolz unter 
Zersetzung bei 220°, was mit den Angaben von Bamberger’) iiber- 
einstimmt. Auch das von uns dargestellte Kontrollpriparat des Brenz- 
traubensiiure-p-nitrophenylhydrazons zeigte denselben Schmelzpunkt. Die 
Stickstoffbestimmung lieferte folgendes Resultat: 


0,0707 g Substanz gaben 11,5 cem N bei 17° und 752 mm. 
Fiir C,H,N,0, Ber. 18,83 °/, N Gef. 18,60°/, N. 


Gleichzeitig wurde auch der Kontrollversuch (ohne Zusatz 
von Zucker) ausgefiihrt. Derselbe lieferte keine Spur des 
Calciumsalzes des Brenztraubensiiuresemicarbazons. 


Ks muf hervorgehoben werden, daB die im Brutschrank 
bei 25° ausgefiihrten Versuche dieselben Ausbeuten an Brenz- 
traubensiuresemicarbazon gaben, obgleich die Girung immer 
nach wenigen T'agen beendet war. 


Gegenwirtig sind wir noch nicht in der Lage, zu den 
Bemerkungen von Neuberg und Kobel Stellung zu nehmen. 
Wir méoéchten nur darauf hinweisen, daB in allen unseren 
neueren Versuchen sicherlich weder das Methylglyoxaldisemi- 
carbazon, noch das Hydrazodicarbonamid entstand. Letztere 
Substanz sollte aber nach Neuberg und Kobel bei derartigen 
Versuchen durch Zersetzung von Semicarbazid regelmaBig er- 
scheinen. In unseren friiheren Versuchen haben wir in einigen 
Fallen tatsichlich Hydrazodicarbonamid erhalten, dasselbe 
zeigte aber den Schmelzp. 248° (ohne Zersetzung). Thiele, 
der die erste Beschreibung dieser Substanz verdéffentlichte, gibt 
den Schmelzp. 246° an, spitere Forscher erhielten dagegen 
den Schmelzp. 257°. Dieser Umstand ist wohl von neben- 
siichlicher Bedeutung. Viel wichtiger scheint uns aber die 
Tatsache zu sein, daf& Hydrazodicarbonamid nicht nur bei Er- 


') Chem. Ber. Bd. 32, S. 1806 (1899); Bd. 82, S. 1813 (1899). 
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hitzung von Semicarbazid, sondern auch bei Erhitzung der 
Semicarbazone entstehen kann. 

Zum Schlu8 mochten wir darauf aufmerksam machen, 
daB Versuche iiber Bildung von Brenztraubensiure nur mit 
reinen Heferassen ausgefiihrt werden diirfen. Unreine Hefen 
enthalten regelmiBig Milchsiuregiirungserreger; letztere bilden 
aber unter obigen Versuchsverhiltnissen ziemlich bedeutende 
Brenztraubenséuremengen. Diese Bemerkung betrifft in erster 
Linie die mit Hefesiften ausgefiihrten Versuche. Nach den 
noch unver6fientlichten Untersuchungen des einen yon uns 
enthalt der nach Lebedew dargestellte Macerationssaft immer 
Milchséiurebakterien und zwar auch in Gegenwart der iiblichen 


,antiseptischen® Stoffe. 
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Die Absorption des ultravioletten Lichtes durch 
Kohlenhydrate. 
Von 
L. Kwiecinski, J. Meyer und L. Marehlewski. 


(Der Redaktion zugegangen am 29. April 1928.) 


In einer friiheren Notiz') wurde darauf hingewiesen, daB 
weder Glucose noch Galaktose selektive Absorption des kurz- 
welligen Lichtes verursachen. Diese Beobachtung wurde von 
Henri und Schou bestitigt.2) Niederhoff ist trotzdem der 
Ansicht, da& die von ihm beobachteten Banden nicht von 
irgendwelchen Verunreinigungen herriihren, sondern sich auf 
Zuckermolekeln beziehen, gibt aber zu, daB wenn Glucose und 
Galaktose aus 96°/,igem Athylalkohol umkrystallisiert werden, 
man Priiparate erhalt, die keine selektive Absorption zeigen. 

Unsere weiteren Forschungen haben ergeben, dab redu- 
zierende Zucker, wenn sie sachgemiB gereinigt werden, keine 
selektive Absorption aufweisen. (Die einzige Ausnahme bildet 
die Liivulose, aber es fehlt noch die Garantie, daB das unter- 
suchte Produkt wirklich absolut frei von Beimengungen war.) 

Der Milchzucker z. B. ist verhaltnismaBig leicht in reinem 
Zustande zu gewinnen, aber sehr reine Handelsprodukte zeigen 
eine Bande bei 2 2800 in der Regel. Wenige Krystallisationen 
bringen jedoch die Bande zum Verschwinden. 

Ahnlich verhilt es sich mit der Maltose und unter den 
Monosen mit der Arabinose. Reine Produkte zeigen in keinem 
Wall selektive Absorption. 

Die Reindarstellung mancher Priiparate gelingi nicht 
immer. Z. B. gelang es Niederhoff die beiden Methyl- 


') Diese Zs. Bd. 169, S. 300 (1927). 
2) Diese Zs. Bd. 174, 8S. 295 (1928). 
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glucoside so weit zu reinigen, daB selektive Absorption nicht 
vorhanden war. Wir waren weniger gliicklich. Es gelang uns 
zwar, 9-Methylglucosid frei von einer Bande zu erhalten, aber 
das a-Methylglucosid zeigte, allerdings in bedeutender Konzen- 
tration (38 Mol. pro Liter), immer noch eine Spur einer Bande 
bei ungefihr 22800. Mutterlaugen, die bei der Krystallisation 
dieses Produktes entstehen, zeigen diese Bande sehr stark und 
manchmal verderben Krystallisationen ein bereits leidlich reines 
Praparat. 

Wie schwierig es ist, reine Kohlenhydrate zu erhalten, 
kann man auch im Falle des Rohrzuckers erfahren. Aller- 
dings ist es leicht Praparate zu erhalten, die keine selektive 
Absorption aufweisen, aber verschiedene Priparate kénnen sich 
in bezug auf die Intensitat der Absorption unterscheiden. Wir 
waren in der Lage, ein Priparat von Rohrzucker des Bureau 
of Standards (Washington) und eines solchen von Herrn Prof. 
Smolenski (Warschau), der uns beide giitigst zur Verfiigung 
stellte, mit dem unserigen, sehr gut gereinigten zu vergleichen, 
welches letztere alle Eigenschaften in EKinklang mit Literatur- 
angaben zeigte. Der Spektralanalyse unterworfen, zeigte sich 
das Sobolewskische Priparat am reinsten, das des Bureau 
of Standards folgte und zuletzt kam das unserige. 

DaB eine etwaige Bande dabei gar nicht fiir die Aldehyd- 
natur der reduzierenden Zucker sprechen muB, haben schon 
Henri und Schou hervorgehoben. Wir fanden sehr starke 
Banden beim Liivulosan und Glucosan, die wir der Freundlich- 
keit des Herrn Prof. A. Pictet verdanken, also bei Kérpern, 
deren Konstitution keine Aldehydgruppen voraussieht. Aller- 
dings kénnen wir fiir die optische Reinheit der untersuchten 
Produkte nicht garantieren.*) 


Krakau im April 1928. 


') Nachtrag bei der Korrektur: Neuerdings gelang es uns, 
Livulosan frei yon Banden zu erhalten. 
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Zur Kenntnis der Chromoproteide. 


Uber das Saurebindungsvermégen des Globins. 
Von 
N. Ishiyama. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1928.) 


Die zusammengesetzten Eiwei&kérper, die sogenannten 
Proteide, bestehen aus einem KiweiBkérper und einer prosthe- 
tischen Gruppe; nach den Untersuchungen aus diesem Labo- 
ratorium handelt es sich hier um Salze, in denen die prosthe- 
tische Gruppe die Rolle von Siuren iibernimmt, wihrend 
der KiweiBkérper die Funktion der Base hat. So hat sich 
nachweisen lassen, da8 die Nucleoproteide Salze von Nuclein- 
siiuren mit basischen KiweiBkérpern sind, ferner daf die Chondro- 
proteide Salze von Chondroitinschwefelsiure mit EiweiB sind 
und endlich, daB& auch die Chromoproteide solche Salze sind. 
Der Hauptvertreter dieser Gruppe, das Himoglobin, besteht 
aus dem sauren Himochromogen und dem basischen Globin, 
und zwar sind rund 96°/, des Hamoglobins Globin und 4°/, 
Hiimochromogen. Weil aber das Hamochromogen sich sehr 
leicht weiter verindert, erhilt man bei der Spaltung des Himo- 
globins gewdhnlich nicht Himochromogen, sondern Hiimatin. 
Durch Zusammenbringen der entsprechenden Mengen von 
Himatin und Globin erhilt man wieder einen Niederschlag, 
der in seiner elementaren Zusammensetzung genau dem Hiimo- 
globin entspricht, aber natiirlich nicht die Eigenschaften des 
genuinen Hiimoglobins mehr hat. Eine Bestiitigung dieser Ver- 
suche haben die Arbeiten von Hill und Holden!) geliefert. 


') Biochem. Jl. Bd. 20, 8. 1326 (1926). 
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Die Spaltung des Himoglobins in seine beiden Kom- 
ponenten gelingt leicht und schnell durch Zusatz von Siuren 
in geringer Menge. Von Gamgee und Hill’) ist diejenige 
Menge Salzsiure bestimmt, die gerade ausreicht, eine gegebene 
Menge Himoglobin zu spalten und er gibt an, daB 20 ccm 
n/10-HCl erforderlich sind, um in einer Lésung, die 1,84 g 
reines Haimoglobin enthalt, eine vollstiindige Trennung des 
Globins vom Farbstoffe zu erzielen. Es muB nun auffallen, 
daB diese von Gamgee angegebene Menge von Salzsiure in 
keinem einfachen Verhiltnis zu der Menge Himatin steht, 
die von ihr in Freiheit gesetzt wird. Denn berechnet man 
sich die dem Hiimatin iquivalente Menge von Salzsiiure fiir 
Hiimoglobin, so ergibt sich, wenn man fiir Himatin die Formel 
C,,H,,0,N,Fe waihlt und den K6rper als zweibasische Siure 
ansieht, etwa der zehnte Teil von derjenigen Menge, die 
Gamgee als notwendig fir die Spaltung des Hamoglobins in 
Globin und Himatin angegeben hat. 

Selbst unter Beriicksichtigung der ja nicht absolut sicheren 
Grundlagen fiir eine genaue stéchiometrische Berechnung er- 
scheint diese Differenz doch so grof, daB hier erneute Unter- 
suchungen erforderlich sind, um den Sachverhalt zu kliren. 

Zu dem Ende wurde zunichst reines Globin aus krystalli- 
siertem Oxyhimoglobin aus Pferdeblut nach der von Schulz? 
empfohlenen Methode dargestellt. Es wurde auf diese Weise 
ein feines, staubendes, trockenes Priparat erhalten, das bei 
120° im Vakuumtrockenapparat bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet wurde. Nach der Stickstoffbestimmung nach Kjel- 
dahl enthielt das Priparat 16,85°), N. 

0,2000 g Substanz gaben 24,05 cem n 10-Siure = 16,84°, N. 

0,2000 g ‘ 24,10 eem ‘s = 16,8 N 

(Schulz gibt 16,89°, N an.) 

Nunmehr wurde das Chlorhydrat des Globins hergestellt, 
und zwar wurden Mengen von 1,840 g Globin mit 20, mit 40 
und mit 60 ccm n/10-Salzsiure versetzt. Hierbei fand stets 
villige Lésung des Globins statt. Die Lisung wurde dann 


) Beitriige z. Physiol. (Hofm.) Bd. 4, 8. 6 (1904). 
*) Diese Zs. Bd. 24, S. 449 (1898); Bd. 25, S. 33 (1898). 
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mit etwa 100 ccm Alkohol unter Zusatz von 100 cem Athe: 
ausgefillt, der Niederschlag mit Alkohol—Ather bis zur volligey 
Chlorfreiheit des Filtrats gewaschen, dann der Niederschlag 
mit absolutem Alkohol und Ather getrocknet und nach de: 
Gewichtskonstanz im Trockenschrank analysiert. 

Dabei wurden folgende Werte erhalten: 


I. Gebraucht: 20 cem n/i0-Salzsiiure. 
0,2000g Subst. gaben 22,80ccm n/10-Siure = 15,96°/, N(Kjeldahl). 


0,2000 gs, .. 22,90cem =f = 16,03°/, N " 
0,3035¢ .  . 0,0490g AgCl = 3,99°/, Cl (Carins). 
0,3500 gs, . 0,0555 g AgCl = 3,92°, Cl 


II. Gebraucht: 40 cem n/10-Salzsiure. 
0,2000 g Substanz gaben 22,40 ccm n/10-Siure = 15,68°, N. 


0,2000 g ei . 22,60 cem ‘ = 15,82 °/, N. 
0,4000 g a . 0,0790 g AgCl = 489°, Cl. 
0,4000 g ,  0,0795 g AgCl = 4,92 °/, Cl. 
Ill. Gebraucht: 60 ecm n/10-Salzsidure, 
0,1435 g Substanz gaben 16,15 eem n/10-Siure = 15,76°, N. 
0,2000 g pi . 22,50 ecm ‘ om 15,75 °/, N. 
0,3000 g e .. 0,0600 g AgCl = 4,97 °, Cl. 
0,3030 g e .  0,0610 g AgCl = 4,98 °/, CL. 


Aus diesen Analysen mu8 man zunichst den SchluB ziehen, 
dai die von Gamgee und Hill empfohlene Menge von 20 ccm 
n/10-Salzsiure nicht ausreicht, um das Haimoglobin vdllig zu 
zersetzen und das Globin in sein Chlorid zu verwandeln. 
40 ccm geniigen aber schon, denn eine weitere Vermehrung 
der Salzsiiure erhdht den Gehalt des Globinchlorhydrates an 
Salzsiiure nicht mehr. 

Nachdem so festgestellt worden war, daB das Globin- 
chlorhydrat einen Gehalt yon durchschnittlich 5,07°, Salz- 
siiure besitzt, wurde das Verhalten anderer Siuren zu Globin 
untersucht. Hierfiir wurde als weitere Siure Phosphorsiure 
gewithlt. Ks wurde wieder reines, bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknetes Globin in Mengen von 1,84 ¢ mit den der Salz- 
siiure entsprechenden Mengen von Phosphorsiiure versetzt. 


Auch hierbei fand immer vdllige Lisung des Globins statt: 
dann wurde wie bei den Salzsiiureversuchen mit Alkohol und 





mete 
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Ather gefallt und zum Schlu8 bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Die Analysen des Phosphates ergaben folgende 
Werte: 


I. 1,84 g Globin und 0,2335 g 84°/,ige Phosphorsiure, verdiinnt mit 
etwa 20 ccm Wasser. 


0,2000 g Substanz gaben 21,95 cem n/10-Siiure = 15,37°), N. 
0,2000 g * ;, 21,50 cem 7 = 15,05 °%/, N 


0,2600 g 9 - 12,80 cem n/2- Natronlauge = 8,62 ° 
H,PO, (Neumann). 

0,3700 g Substanz gaben 16,90 ecm n/2-Natronlauge = §$,4 
H,PO, (Neumann). 


II. Wie I, nur 0,4670 g 84°/,ige Phosphorsiure. 
0,2000 g Substanz gaben 20,95 g n,,,-Sdure = 14,67°, N. 
0,2210g . 23,10g » = 14,63 %, N. 
0,4000 g - 26,90ecm n/2-Natronlauge = 11,77°',H,PO,. 
0,5000 g ™ 32,70ecm = 11,45°', H,PO,. 
3500 g ms »  23,60ecm ss = 11,80°/, H,PQ,. 


Ill. Wie I, nur 0,7007 g 84°, ige Phosphorsdure. 


0,2000 g Substanz gaben 21,00 cem n/10-Siure = 14,70°/, N. 
0.2000 g . 21,05 cem ” = 14,74°, N. 
0 3000 g ; . 20,50cem n 2-Natroniauge = 11,97°, H,PO,. 
0,2500 ¢ ‘s . 17,30cem 12,07° , H,PO,. 


Diese Analysenzahlen kann man mit den beim Chlor- 
hvdrat erhaltenen Zahlen vergleichen. Nimmt man einen 
Durehschnittsgehalt des Chlorkydrates von 5,07° , HCl an, so 


ergibt sich daraus, wenn man fier 1 Molekiil Salzsiure 1 Molekiil 
Phosphorsiure sich mit dem gleichen Globinrest verbinden 
abt, ein berechneter Gehalt von 12,55 ° Senden fiir 
Globinphosphat. Dieser Wert stimmt also fast mit den fir II 


- on @ . a ” J 
id Tl gefundenen Werten tiberein, wenn man bedenkt. daB 


: m As — ve teh : -\ ep} . a ~j ha: ho 
eben die Grundlagen nicht ganz so sicher sind wie bei be- 


kannten anorganischen Salzen, Zur Stiitzung der vorgetragenen 
Ansicht kinnen die Stickstoftfwerte dienen. Denn tiir Globin- 
| Speen oh ee . } oP eo 7 2 cc ArT y 

phosphat wird unter den eben geschilderten Voraussetzungen 


_— vor 14,71°), N verlangt, der gut mit den experi- 


tel] gefundenen Werten iiberein 


ev 


” Die anorganischen starken Siuret . bilden also nach diese: 
Befunden Salze mit Globin im erwarteten stdchiometrischen 


. = eds 
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Verhaltnis. Es war nun von Interesse auch das Verhalten 
einer organischen Saure von etwas komplizierterer Zusammen- 
setzung kennenzulernen. ODafiir haben wir das Eosin ge. 
wihlt, das wir in Form seines Natriumsalzes benutzten. Das 
Jodeosinnatrium selbst haben wir durch Umkrystallisieren ge- 
reinigt, Es gab folgende Analysenzahlen: 

0,3170 g Substanz gaben 0,3365 g AgJ = 57,38°/, J (Carius). 

0,3000 g is » 0,3180 g AgJ = 57,30°/, J 9 

Fiir C,,H,O,J,Na, Ber. 57,71°/, J Gef. 57,34°/, J. 


Es wurden zu einer Liésung von 1,84 g Globin in 
2) com n/10-Salzsiure 0,4895 g Losinnatrium in etwa 
20 com Wasser gesetzt; es entsteht ein flockiger Nieder- 
schlag, der sich gut absetzt und mit Wasser ausgewaschen 
wird, bis das Waschwasser keine Chiorreaktion mehr gibt. Ein 
weiterer Zusatz von Kosin zum Filtrat gibt keinen Nieder- 
schlag mehr. Der Niederschlag wird, wie iiblich, getrocknet 
und gibt folgende Analysenzahlen: 

0,2010 g Substanz gaben 17,50 ccm n/10-Saiure = 12,14°), N. 


0,1120 g Z . 9,70 cem - = 12,13°, N. 
0,2820 g . »  0,0885 g AgJ = 16,96 °, J = 27,85 
Kosin. 
0,2560 g _ “ 0,0800 g AgJ = 16,89 °, J = 27,73 
Eosin. 


Il. Wie oben, nur enthilt die Eosinlésung 0,6080 g Eosinnatrium. 
0,2000 g Substanz gaben 16,05 cem n/10-Séure = 11,24°/, N. 


0,2000 g a » 16,05 eem se = 11,24°/, N. 

0,2765 ¢ ,  0,1000g AgJ = 19,55°/, J = 32,10° 
Kosin. 

0,3000 g : »  0,1090g AgJ = 19,64 °), J = 32,59° 
Kosin. 


Stellt man hier die gleichen Uberlegungen wie bei dem 
Phosphat an, so findet man, dab, falls an die Stelle von 5,07 °, 
Salzsiiure das zweibasische Kosin tritt, ein Gehalt yon 37,98"), 
Kosin im Kosinglobin verlangt ist. Die gefundenen Héchst- 
werte von 32,10 und 32,59°/, Eosin erreichen fast den ver- 
langten Wert, bleiben aber doch schon merklich hinter ihm 
zuriick. Diese Differenz ist wohl nicht allein durch die analy- 
tischen Unvollkommenheiten bedingt, sondern ein Zeichen dafiir 
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daB in der Tat schwachere Siuren nicht in dem gleichen Ver- 
hiltnis salzbildend sind wie die stirkeren. 

Wir haben hierfiir noch einen weiteren Beweis gesucht 
und das Globin mit einer sehr schwachen Saure zusammen- 
gebracht. Fiir unsere Zwecke haben wir das Taurin am ge- 
eignetsten gehalten. Unser Priparat von Taurin erwies sich 
nach der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl als analysenrein. 

0,2000 g Substanz gaben 15,75 cem n/10-Siure = 11,03 °%, N. 


0,1000 g F » 7,90 cem : = 11,06°/, N. 
Fiir C,H,O,SN Ber. 11,19°/, N Gef. 11,05°/, N. 


Das Globin enthielt 0,44°/, S. 

0,4870 g Substanz gaben 0,0155 g BaSO, = 0,44°, S 

0,4426 g ee »  0,0140 g BaSO, = 0,43°, S 

Es wurden nun 1,84 g¢ Globin in 40 ccm n/10-Salzsaure 
celést, ferner 0,5108 g Sari in etwa 10 ccm Wasser und zu 
dieser Lésung 8 ccm n/2-Natronlauge zugefiigt. Dann wurden 
Lésungen zusammengegossen, der entstandene flockige 
Ni sderschlag mit Wasser so lange ausgewaschen, bis es schwefel- 
frei war, und dann mit Alkohol und Ather getrocknet. Bei 
ler Analyse ergab er folgende Werte: 


se 
eide 


oo 


N-Bestimmung nach Kjeldahl. 
0,1700 g Substanz gaben 20,00 ccm n 10-Siure = 16,4 
0,2150 g 3 25,50 cem e = 16,: 


‘ 


' 


‘ 


S-Bestimmung nach Carius. 


4 


0,4345 g Substanz gaben 0,0230 g BaSO, = 0.73°, 8. 
0,5210 g 99 » 00,0275 g ‘ 


8 
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~ 
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Aus dem Schwefelgehalt berechnet sich ein Gehalt von 
98,84°), Globin und von 1,16°), Taurin im Tauringlobin. Ware 
sieliticdy das Taurin der Salzsiiure iquivalent und in dem gleichen 
MaBe wie sie zur Salzbildung befihigt, so wiire ein Gehalt 
von 15,59°/, Taurin verlangt. Nach unserer Analyse ist aber 
nur etwa der zehnte Teil gebunden worden. Dieses Verhalten 
nun scheint uns eine Erklirung zu geben, warum das Himo- 
chromogen auch nicht in dem theoretisch zu erwarteten Ver- 
haltnis sich mit Globin verbindet. Das Maximum an Binduns 
fahigkeit kommt den starken anorganischen Siuren zu, 
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Verhiltnis. Es war nun von Interesse auch das Verhalten 
einer organischen Séure von etwas komplizierterer Zusammen- 
setzung kennenzulernen. JDafiir haben wir das Eosin ge- 
wihlt, das wir in Form seines Natriumsalzes benutzten. Das 
Jodeosinnatrium selbst haben wir durch Umkrystallisieren ge- 
reinigt. Es gab folgende Analysenzahlen: 

0,3170 g Substanz gaben 0,3365 g AgJ = 57,38°/, J (Carius). 

0,3000 g nt »  0,3180g AgJ = 57,30, J, 

Fiir C,,H,0O,J,Na, Ber. 57,71°/, J Gef. 57,84°/, J. 


Es wurden zu einer Lésung von 1,84 g Globin in 
20 com n/10-Salzsiure 0,4895 g LEosinnatrium in etwa 
20 com Wasser gesetzt; es entsteht ein flockiger Nieder- 
schlag, der sich gut absetzt und mit Wasser ausgewaschen 
wird, bis das Waschwasser keine Chlorreaktion mehr gibt. Ein 
weiterer Zusatz von EKosin zum Filtrat gibt keinen Nieder- 
schlag mehr. Der Niederschlag wird, wie iiblich, getrocknet 
und gibt folgende Analysenzahlen: 


0,2010 g Substanz gaben 17,50 ccm n/10-Saure = 12,14 °/, N. 


0,1120 ¢ ™ 4s 9,70 cem ~ = 12,13 °/, N. 

0,2820 g - ‘o 0,0885 g AgJ = 16,96 °/, J = 27,85 °/, 
Eosin. 

0,2560 g ” - 0,0800 g AgJ = 16,89 °/, J = 27,73 °/, 
Kosin. 


II. Wie oben, nur enthilt die Eosinlésung 0,6080 g Eosinnatrium. 
0,2000 g Substanz gaben 16,05 cem n/10-Saéure = 11,24°/, N. 


0,2000 g m » 16,05 eem ” = 11,24°/, N. 

0,2765 g ¥ ,»  0,1000g AgJ = 19,55 °/, J = 82,10°, 
Eosin. 

0,3000 g 3 »  0,1090g AgJ = 19,64 °/, J = 32,59°%, 
Eosin. 


Stellt man hier die gleichen Uberlegungen wie bei dem 
Phosphat an, so findet man, da, falls an die Stelle von 5,07 °/, 
Salzsiure das zweibasische Kosin tritt, ein Gehalt von 37,98 °/, 
EKosin im Kosinglobin verlangt ist. Die gefundenen Héchst- 
werte von 32,10 und 32,59°/, Eosin erreichen fast den ver- 
langten Wert, bleiben aber doch schon merklich hinter ihm 
zuriick. Diese Differenz ist wohl nicht allein durch die analy- 
tischen Unvollkommenheiten bedingt, sondern ein Zeichen dafiir, 
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daB in der Tat schwichere Siuren nicht in dem gleichen Ver- 
haltnis salzbildend sind wie die starkeren. 

Wir haben hierfiir noch einen weiteren Beweis gesucht 
und das Globin mit einer sehr schwachen Saure zusammen- 
gebracht. Fir unsere Zwecke haben wir das Taurin am ge- 
eignetsten gehalten. Unser Priparat von Taurin erwies sich 
nach der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl als analysenrein. 

0,2000 g Substanz gaben 15,75 cem n/10-Saéure = 11,03 °/, N. 

0,1000 g _ ‘ 7,90 cem ‘ = 11,06 °/, N. 

Fiir C,H,O,SN Ber. 11,19°/, N Gef. 11,05 °/, N. 

Das Globin enthielt 0,44°/, 8S. 

0,4870 g Substanz gaben 0,0155 g BaSO, = 0,44 °/, S (Carius). 

0,4426 g ; 0,0140 g BaSO, = 0,43, S 

Ks wurden nun 1,84 g Globin in 40 ccm n/10-Salzsaiure 
gelést, ferner 0,5108 g Taurin in etwa 10 com Wasser und zu 
dieser Lésung 8 ccm n/2-Natronlauge zugefiigt. Dann wurden 
beide Lésungen zusammengegossen, der entstandene flockige 
Niederschlag mit Wasser so lange ausgewaschen, bis es schwefel- 
frei war, und dann mit Alkohol und Ather getrocknet. Bei 
der Analyse ergab er folgende Werte: 


” 


N-Bestimmung nach Kjeldahl. 
0,1700 g Substanz gaben 20,00 cem n/i0-Siiure = 16,47°/, N. 
0,2150 ¢ “ 55 25,50 cem - = 16,59 °/, 


ZA, 


S-Bestimmung nach Carius. 
0,4345 g Substanz gaben 0,0230 g BaSO, = 0,73 °/, S. 
0,5210g ,, ,  0,0275 g BaSO, = 0,73 %, S. 


Aus dem Schwefelgehalt berechnet sich ein Gehalt von 
98,84°/, Globin und von 1,16 °/, Taurin im Tauringlobin. Ware 
wirklich das Taurin der Salzsiiure iquivalent und in dem gleichen 
MaBe wie sie zur Salzbildung befihigt, so wiire ein Gehalt 
von 15,59°/, Taurin verlangt. Nach unserer Analyse ist aber 
nur etwa der zehnte Teil gebunden worden. Dieses Verhalten 
nun scheint uns eine Erklirung zu geben, warum das Himo- 
chromogen auch nicht in dem theoretisch zu erwarteten Ver- 
hiltnis sich mit Globin verbindet. Das Maximum an Bindungs- 
fahigkeit kommt den starken anorganischen Saéuren zu, die 
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schwachen Sauren sind nicht imstande, die gleiche Anzahl von 
Aminogruppen zu besetzen und geraten in Konkurrenz mit den 
Carboxylgruppen der EKiweiBkérper. Etwas Ahnliches ist schon 
beobachtet worden. Bei der Bindung von Alkali an Eiweif 
kommt es auf die Konzentration der Hydroxylionen an. Mit 
zunehmendem Natronlaugegehalt vermag z. B. Casein immer 
mehr Natronlauge zu binden, so da8 sich Casein mit 11,4-107° 
bis 182,4-10~5 Aquivalenten Natronlauge verbindet. Hier hat 
man sich auch vorgestelit, daB mit zuanehmendem Laugengehalt 
immer neue Carboxylgruppen des EiweiBmolekiils reaktions- 
fahig werden. In unserem Falle hatte allerdings die Auf- 
nahmefihigkeit von Saiuren beim Globin eine ziemlich niedrige 
Grenze, denn wir haben sehr schnell eiie Konstanz des Siure- 
bindungsvermégens erreicht. 

















Vergleich der Aktivierungsleistung von Enterokinase 
verschiedener Herkunft. 
Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Osamu Shinoda. 


(Vierzehnte Mitteilung zur Spezifitat tierischer 
Proteasen.) 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen,) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Mai 1928.) 


Die Erfahrungen, die in den letzten Jahren iiber den 
Mechanismus der Trypsinaktivierung durch Enterokinase und 
liber Spezifitit und Wirkungsweise von Trypsin wie von 
Trypsin—Kinase gesammelt worden sind‘), haben sich auf die 
Untersuchung von Enzym und Aktivator aus ein und der- 
selben Tierart, von Schweinen, bezogen; wenn diese Beschrin- 
kung fiir eine erste Beschreibung und fiir die Sicherung 
einiger wesentlicher Erkenntnisse dienlich war, so darf man 
andererseits erwarten, daB die Priifung eines ausgedehnteren 
biologischen Materials neue Gesichtspunkte fiir die Spezifitit 
der tryptischen Enzyme und fiir das Wesen ihrer Aktivierung 
vermitteln und daB sie auch fiir den proteolytischen Abbau 
weitere Handhaben gewiihren wird. Unsere Untersuchung, mit 
der wir den Vergleich der Aktivierungsleistung von Entero- 
kinase verschiedener Herkunft gegeniiber Trypsin an einer 
kleinen Auswahl von Beispielen einleiten, die sich auf Siuge- 


) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. Mitarbeiter, Diese Zs. Bd. 132, 
S. 181 (1923/24); Bd. 142, S. 217 (1924/25); Bd. 149, S. 203 (1925); Bd. 166, 
S. 227 (1927); Chem. Ber. Bd. 61, S. 299 (1927/28); Bd. 61, S. 640 (1928). 
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tiere beschrinkt, hat nur die Bedeutung einer ersten vor- 
laufigen Sichtung; allein ihre Ergebnisse dienen nicht nur der 
behandelten speziellen Frage der Enzymchemie, auch fiir 
gewisse allgemeinere Probleme der vergleichenden Physiologie 
mégen sie neue methodische Anregungen bieten. 

Der Vergleich der verschiedenen Kombinationen yon 
Trypsin und Enterokinase aus Pankreas und Darm einer 
Reihe von Saéugetieren, den wir ausgefiihrt haben, betrifft noch 
nicht ihren spezifischen Wirkungsbereich; wenn wir in einigen 
Fiillen von Spezifititsunterschieden berichten, so sind dies 
Unterschiede der relativen Spezifitit, der Hydrolysengeschwin- 
digkeit bei der Kinwirkung auf bestimmte Substrate wie Casein 
oder Gelatine, denen indessen Unterschiede in der spezifischen 
Angriffsweise entsprechen migen. 

Fiir den angestrebten Geschwindigkeitsvergleich ist die 
proteolytische Einheitlichkeit der gepriiften Komponenten, 
Trypsin und Enterokinase, die Abtrennung der hiaufig be- 
triichtlichen Mengen begleitenden ereptischen Enzyms aus den 
Ausziigen der Organe, eine erste Voraussetzung; man erreicht 
sie wie bei Trypsin und Enterokinase aus Schwein durch An- 
wendung der an diesen Beispielen ausgearbeiteten Verfahren }), 
sei es der auswiihlenden Adsorption, sei es der fraktionierten 
Fallung mit bestimmten Reagentien. Als MaB der Aktivierungs- 
leistung der Enterokinase, der spezifischen Aktivitit des vor- 
liegenden Systems Trypsin—Kinase, kann nun die Geschwindig- 
keit der Hydrolyse gewisser Proteine, beispielsweise des Caseins 
unter den Bedingungen der Trypsinbestimmung oder des 
Clupeins, die wir gewihlt haben, dienen, wenn man zur Akti- 
vierung der niimlichen, gleichbleibenden Trypsinmenge fiir einen 
Uberschu8 an Aktivator Sorge trigt. Wir stellen die Kr- 
gebnisse unserer Versuche, die die Aktivierung von Trypsin 
aus Schwein, Katze und Seeléwe durch Enterokinase ver- 
schiedener Herkunft betreffen, nachstehend tabellarisch zu- 
sammen. 


1) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 und zwar S. 801 (1925); Bd. 156, 8. 68 
und zwar S. 82 (1926) (erepsinfreies Trypsin); Bd. 171, S. 290 und zwar 
S. 299 (1927) (erepsinfreie Enterokinase). 
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Tabelle 1. 


Aktivierbarkeit von Trypsin aus Schwein durch Kinase verschiedener 
Herkuntft. 


‘Hydrolyse von Casein unter den Bedingungen der Trypsinbestimmung »); 
Uberschu8 an Kinase.) 














Kinaselésung Angew. eed 

es zuwachs 

bina “eo ecm 0,2 n. 
Schwein eS en 9 ee 0,85 0.92 
0 ee ee ee ee ee 0,85 0,92 
Rind Soe) hate 0,85 0,94 
ae are; SS, <9 ee a ee 0,85 0,94 
eee oe ero eee 1,10 1,13 
A ge i EE ads ga 1,10 1,12 
ee a a) ys PS a ee ee eee 1.10 1,14 
I ae «tS gas Seo ga 1,10 1,14 
es 6 6) Se Ue See Ss ao 1,10 1,12 
ey ee eee ee ee 0,95 0,98 
t's Vad hae a ta sees 0,95 0,98 
Mona-Affe (Cercopithecus mona)... . 0,95 0,96 
Meerkatze ( s sabaeus) .. . 0,95 0,98 
EE ee eee ee 1,10 1,13 
SC ge Fed m4 ee ae aes 1,10 1,12 

Tabelle 2. 
Aktivierbarkeit von Trypsin aus Katze durch Kinase verschiedener 
Herkunft. 


‘Hydrolyse von Casein unter den Bedingungen der Trypsinbestimmung’); 
0,81 T.-(e.); Uberschu8 an Kinase.] 








Kinaselésung Aciditiitszuwachs 
von eem 0,2 n. 
Katze. ...... 0,94 
| 0,88 
Kaninechen ... . 0,96 





1) R. Willstaitter, E. Waldschmidt-Leitz, S. Duiiaiturria 
u. G. Kiinstner, Diese Zs. Bd. 161, $8. 191 und zwar 8. 206 (1926). 
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Tabelle 3. 
Aktivierbarkeit von Trypsin aus Seeléwe durch Kinase verschiedencr | 
Herkunft. 


(Hydrolyse von Casein unter den Bedingungen der Trypsinbestimmung '), 
bzw. von Clupein (0,20 g Sulfat, 1,5 Stunden); 0,87 bzw. 1,0 T.-(e); Uber- | 
schuf8 an Kinase. | 














Spaltung von | Spaltung von 
Kinaselésung Casein Clupein 
von Aciditatszuw. | Aciditaétszuw. 
(cem 0,2 n.) (cem 0,2 n. 
Rs as ce ee ee ce ee 0,52 0,18 
RS hy nee ee 0,60 — 
| a ee cere ee Se 0,94 0,74 
Te ee 0,94 — 
Meerkatze (Cercopithecus sabaeus) . 0,96 — 








Die Analyse der Tabellen ergibt, daB die Kinasen aus 
der Darmschleimhaut aller gepriften Tiere fir das 
Trypsin aus Schweinepankreas und, soweit untersucht, 
auch fiir das Enzym aus Katzenpankreas als gleich- 
wertige Aktivatoren zu gelten haben (Tab. 1 und 2). Be- 
merkenswerte Unterschiede bestehen nur in der Akti- 
vierungsleistung der einzelnen Kinasen gegeniiber dem 
Trypsin aus Seeliéwe, dessen Aktivitit durch die Kinase 
aus der Darmschleimhaut von Hund, Kaninchen oder Affe in 
viel gréBerem Ausmage gesteigert werden kann als durch den 
Aktivator aus Schwein und, wie es scheint, auch aus Rind; 
die Unterschiede in der Hydrolysengeschwindigkeit, die sehr 
erheblich sind, sind bei der Spaltung von Casein wie bei der 
von Clupein im nimlichen Sinne zu bemerken (Tab. 3). 

Man wire geneigt, aus der iibereinstimmenden Aktivitat 
der verschiedenen gepriiften Kinaseverbindungen des Schweine- 
trypsins eine Identitit der untersuchten Aktivatoren zu folgern; 
allein die Ungleichwertigkeit der enzymatischen Systeme See- 
léwentrypsin—Schweinekinase und Seeléwentrypsin—Rinderkinase 


ya. a. O, 
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einerseits, Seel6wentrypsin—Hunde- bzw. Kaninchen- bzw. Affen- 
kinase andererseits, die wir beobachten, laBt eine solche Schlub- 
folgerung als unzulassig erscheinen, wena sich noch nicht 
beurteilen l4Bt, ob nicht die beobachteten Unterschiede im 
Wirkungsvermégen der tryptischen Systeme nur auf einer ab- 
weichenden Zusammensetzung des Seeléwentrypsins beruhen. 
So wie fir eine Entscheidung iiber die Identitaét esterspaltender 
Enzyme, wenn man sie auf Grund ihrer Konfigurationsspezifitat 
zu gewinnen sucht. der Vergleich der Spaltbarkeit nur eines 
sinzigen optisch aktiven Esters nicht geniigt’), so wird man 
auch die Gleichheit oder die Verschiedenheit von Enterokinase 
verschiedener Herkunft nur nach ihrer Wirkung anf ei 
gréBere Anzahl tryptischer Enzyme entscheiden kénnen. Fir 
aie Beantwortung der Frage, ob den beobachteten Geschwin- 
igkeitsunterschieden bei den einzelnen Kinaseverbindungen 
es Seeléwentrypsinus U utersc shiede in der spezifischen Angrifis- 


weise entsprechen, wird man von der Bestimmung ibres spezi- 
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gleichende Stoffwechsellehre wird eine einfache, von Versuchen 
am lebenden Organismus unabhiangige analytische Methode. 
wie sie sich hier zu bieten scheint, von besonderem Nutzen sein. 


Versuche. 


I. Darstellung von Enterokinase und Trypsin. 


1. Erepsinfreie Enterokinase. 


Die Bereitung der Kinaselésungen aus der mit Aceton 
und Ather getrockneten Darmschleimhaut nabm man, wie fiir 
die Priparate aus Schweinedarm beschrieben?), durch Extraktion 
mit verdiinntem Ammoniak vor. Zur Abtrennung der be- 
gleitenden, zuweilen betriichtlichen Mengen von Darmerepsin 
verfuhr man nach E. Waldschmidt-Leitz und G. Kiinstner’ 
durch Fallung mit Essigsiiure und mit Sublimat; die Mutter- 
laugen der Sublimatfillungen, oft schon die der EHssigsiure- 
fallungen, erwiesen sich in allen Fallen als frei von Erepsin. 


Beispiel fiir die Darstellung erepsinfreier Entero- 
kinase aus Darmschleimhaut vom Pferd. 


5 g getrocknete Darmschleimhaut aus Pferdediinndarm wurden 
8 Stunden mit 250 cem 0,04 n-NH, bei 30° extrahiert; den filtrierten und 
durch Einengen unter vermindertem Druck vom iiberschiissigen Ammo- 
niak befreiten Auszug verdiinnte man dann auf das anfiaingliche Volumen. 
Er enthielt betriichtliche Mengen Erepsin [2,00 ecm, 2 Stunden, 30° 
(Leueyl-glyein): 2,18 eem 0,2 n-KOH: 0,00207 Er.-E.]. 

200 eem vom Rohauszug versetzte man mit n-Essigsiiure bis zu 
vollstiindiger Fiillung und filtrierte vom Niederschlage; die Mutterlauge 
enthielt noch reichliche Mengen Kinase, aber viel weniger Erepsin 
{1,00 eem, 0,20 cem Pankreas-Glycerinauszug vom Schwein mit 3,5 T.-(e.), 
1/, Stunde behandelt: 20 Minuten bei 30° (Casein) §): 1,80 eem 0,2 n-KOH 
Aciditiitszuwachs, entspr. etwa 3,0 T.-(e.); 2,00 ecem, 2 Stunden, 30° 
(Leucyl-glyecin): 0,42 cem 0,2 n-KOH: 0,600318 Er.-E.). 

Aus der essigsauren Mutterlauge entfernte man die restlichen An- 
teile des Erepsins durch Behandlung mit 1°/,iger Sublimatlésung bis zur 


!) Diese Zs. Bd. 142, 8. 217 und zwar 8. 223 (1924/25). 
2) Diese Zs. Bd. 171, S. 290 und zwar S$. 299 (1927). 
‘) Diese Zs. Bd. 161, S$. 191 und zwar S, 2064F. (1926). 
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Vollstindigkeit der Fallung. Die durch Filtration vom Niederechlage 
getrennte Mutterlauge hefreite man dann durch Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff vom iiberschiissigen Quecksilber und durch Durchsaugen von 
Luft vom Schwefelwasserstoff und bestimmte ihren Gehalt nach Neu- 
tralisation; sie enthielt in insgesamt 180 ccm noch einen groBen Teil 
des Aktivators, aber nun kein Erepsin mehr (1,00 cem, 0,20 cem Pankreas- 


glycerinauszug vom Schwein mit 3,5 T.-(e.), ‘, Stunde behandelt: 
20 Minuten bei 30° (Casein): 0,96 cem 0,2 n-KOH Aciditatszuwachs, 
entspr. 0,90 T.-(e.); 2,00 cem, 75 Minuten, 30° (Leucyl-glycin): 0.00 cem 


0,2 n-KOH). 
2. Erepsinfreies Trypsin. 

Fiir die Darstellung erepsinfreien Trypsins aus Pankreas, 
beispielsweise von Schwein, Katze oder Seeliwe, bediente man 
sich des schon frither fiir die Gewinnung aus Schweinepankreas 
beschriebenen Verfahrens +}, namlich der mehrmaligen Adsorption 
der mit Wasser verdiinnten Glycerinausziige aus getrockneter 
Driise durch Tonerde C, und bei p, = etwa 4; nach dieser 
Vornahme, z. B. nach 2—3 maliger Einwirkung des Adsorbens, 
erhielt man die Adsorptionsmutterlauge in allen untersuchten 
Fallen frei von Erepsin. Dieses iibereinstimmende Adsorptions- 
verhalten von tryptischem und ereptischem Enzym in so ver- 
schiedenartigem Ausgangsmaterial ist beachtenswert; nicht eine 
beliebige und zufillige Assoziation mit begleitenden Stoffen, 
sondern die chemische ens der Enzyme selbst scheint dafiir 
verantwortlich zu sein.*) Wir veranschaulichen das _ ein- 
geschlagene Verfahren nachstehend am Beispiel des Trypsins 
aus Seeléwenpankreas. Es bedari der Erwahnung, da8 zur 

exakten Messung der Aktivierbarkeit das Eintreten einer spon- 
tanen Aktivierung des tryptischen Enzyms bei der Bereitung 
tunlichst zu vermeiden ist; so gelangten zu unseren Versuchen 
nur unmittelbar nach dem Tode der Tiere entnommene und 
sogleich getrocknete Driisen zur Verwendung, auch war die 
Inaktivitit der verwendeten, gereinigten Trypsinlésungen in 
jedem Falle durch besondere Kontrollanalysen, die wir bier 
nicht eigens anfiihren, sichergestellt. 


on 


‘fh. 
4 


1) Diese Zs. Bd. 156, 8. 68 und swar 


‘ 


, 
%) Diese Zs. Bd. 151, 8. 31 und awar S$. 51 (1925 26) 
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Beispiel fiir die Darstellung erepsin- und entero- 
kinasefreien Trypsins aus Seeléwenpankreas. 


10 g frisch getrocknete Pankreasdriise vom Seeléwen') extrahierte 
man wihrend 3 Tagen mit 150 cem 87°/,igem Glycerin und filtrierte vom 
Ungelésten. 20ccm des Auszugs enthielten zufolge der Bestimmung 
17,4 T.-(e.) [1,00 cem, mit Kinase vom Rind aktiviert, 20 Minuten, 30°: 
0,94 ccm 0,2n-KOH (Casein): 0,87 T.-(e.)] neben 0,0356 P.-Er.-E. 
(1,00 cem, 2 Stunden, 30° (Leucyl-glycin): 1,94 cem 0,2 n-KOH: 
0,00178 P.-Er.-E.). 

20 cem des Glycerinauszugs verdiinnte man mit ebensoviel Wasser 
und adsorbierte sie nach Zusatz von 2,0 ecm n-Essigsaure-Acetatpufter 
von py = 3,8 3mal mit je 2,0 ccm Tonerdesuspension C, (= je 70 mg 
Al,O,); die Adsorptionsmutterlauge enthielt in 42 cem noeh 5,25 T.-(e.) 
und zwar in nichtaktivierter Form, und sie war praktisch frei von 
Erepsin [2,00 cem, mit Enterokinase vom Rind aktiviert, 20 Minuten, 30°: 
0,30 ecm 0,2 n-KOH (Casein): 0,25 T.-(e.); 2,00 cem, 2 Stunden, 30° 
(Leucyl-glycin): 0,04 cem 0,2 n-KOH|. 


II. Aktivitat verschiedener Kombinationen von Trypsin 
und Enterokinase. 


Die Einwirkung der erepsinfreien Aktivatorlésungen aut 
erepsinfreies Trypsin nahm man in allen Fallen bei einer Glycerin- 
konzentration von etwa 12°/, und unter den iiblichen Be- 
dingungen?), naimlich bei neutraler Reaktion und 30° und 
wihrend 1/, Stunde vor; die Aktivitat der gebildeten Trypsin- 
kinase maB man dann, sofern nicht anders angegeben, gegen- 
iiber Casein, und zwar unter den Bedingungen der Trypsin- 
bestimmung’), durch Titration der nach 20 Minuten und bei 
30° gebildeten sauren Gruppen in alkoholischer Lésung. 


') Fir freundliches Entgegenkommen bei der Beschaffung des 
Materials sind wir der Firma Carl Hagenbeck, Tierpark, Hamburg- 
Stellingen, sowie der Chemischen Fabrik Promonta, Hamburg, zu auf- 
richtigem Danke verpflichtet. 

*) Vel. Diese Zs. Bd. 161, 8. 191 und zwar S. 209 (1926). 
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1. Aktivierbarkeit von Trypsin aus Schwein. 


Tabelle 4. 


Aktivierung mit Enterokinase aus Schwein. 


(0,70 cem erepsinfreies Schweinetrypsin (0,85 T.-(e.)): 


Kinaselésung aus Schweinedarm.' 





Enterokinase 
angew. ccm 





Aktivierung mit Enterokin 


=) 


0,70 eem erepsiufreies Schweinetrypsin 


Kinaselésung a 


Acidititszuwachs 
cem 0,2 n-KOH 


ase 


0,56 
0.90 


0.92 








r Y 


Aktivierung mit Ente 


0,70 eem erepsinfreies Schwein 
Kinaselésung 


ee 





Tmtorni-snad 
Ente roR mAse 


aneeyw. eem 


es 


Pe tee : 

ACIGIMALSEZ $ 

eem 0.2 n-KOH 
y? 


PN A RE NN 
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Tabelle 7. 
Aktivierung mit Enterokinase aus Schaf. ; 
(0,70 cem erepsinfreies Schweinetrypsin (0,85 T.-(e.)); erepsinfreie 


Kinaselésung aus Schafsdarm.| 

















Enterokinase Acidititszuwachs 
angew. ccm ecm 0,2 n-KOH 
1,0 0,84 
1,5 0,92 
2,0 0,94 


Tabelle 8. 
Aktivierung mit Enterokinase aus Hund. 
(0,90 ccm erepsinfreies Schweinetrypsin (1,10 T.-(e.)), aktivierbar durch 


Kinase aus Schwein, entspr. Aciditaétszuwachs von 1,13 ccm 0,2 n-KOH: 





erepsinfreie Kinaselésung aus Hundedarm.’ 





Enterokinase Aciditatszuwachs 
angew. ccm eem 0,2 n-KOH 
0,7 1,04 
1.0 1,12 
1,5 1,12 





Tabelle 9. 
. . . . . r 
Aktivierung mit Enterokinase aus Katze. | 
[0,90 cem erepsinfreies Schweinetrypsin (1,10 T.-(e.)); erepsinfreie 


Kinaselésung aus Katzendarm. | 





Enterokinase Aciditiitszuwaehs 
angew. eem eem 0,2 n-KOH 
1,0 0,98 
2,0 1,1 4 
3,0 1,14 
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Tabelle 10. 
Aktivierung mit Enterokinase aus Kaninchen. 


‘0,90 ecm erepsinfreies Schweinetrypsin (1,10 T.-(€.)): erepsin 


Kinaselésung aus Kaninchendarm. 





Aciditaitszuwachs 
cem 0.2 n-KOH 


Enterokinase 
ccm 


angew. 


1.0 1.02 


pond 
. 


B 





‘) {j 


-*s 


Tabelle 11. 


Aktivierung mit Enterokinase 











°0,90 eem erepsinfreies Schweinetrypsin (1.10 T.-‘e.)): erepsinfreie 
‘ ° 
, me ‘ , 
Kinaselésung aus Ziegendarm. 
< oe oe. _ 4 pe hE Se , 
Enterokinase Aciditatszuwachs 
angew. ccm ecm 0.2 n-KOH 
0.5 ii 
, F A 
1,0 113 
rT? > | > 2 “ 
Tabelle 12. 
Aktivierung mit Enterokinase aus Affe 
1.30 ee >repsinfreies Schweine Sil 1.95 T ~“ea)} ake “phar aur 
wU ccm erepsinireies Schwellletrypsin (U.S. L.-(@.)}. &kTIVIerbar dure 
7: . : . BF a Mia BP a eT ae mashed 
Kinase aus Schwein und Rind, entspr. AciditStseuwachs von S$ cea 
. 4 2 mare ore 3 — sent Rawe ~ 1. Fey _ 
0.2 n-KOH: erepsinirele Kinaselésung aus At ur 
, ; Enterokinase Aciditatszuw 
Versuchstier 2, on ado 
anzew. eC eem 0.2 n-KROH 


Meerkatze (Cereopitheeus 


\ 


| ‘ 
sabdaeus 





mona) . . 2.0 O.96 





fona-Affe (Cercopithecus 
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Tabelle 13. 


Aktivierung mit Enterokinase aus Seeléwe (Eumetopias jubata). 


[0,70 cem erepsinfreies Schweinetrypsin (1,10 T.-(e.)), aktivierbar durch 
Kinase aus Schwein, entspr. Acidititszuwaehs von 1,13cem 0,2 n-KOH: 
erepsinfreie Kinaselésung aus Seeléwendarm. | 








Enterokinase 
apgew. ccm. 


Acidititszuwachs 
ecm 0,2 n-KOH 


4,0 
6,0 


1,16 
1,12 





2. Aktivierbarkeit von Trypsin aus Katze. 
Tabelle 14. 
Aktivierung mit Enterckinase aus Katze, Hund und Kaninchen. 


(2,00 eem erepsinfreies Katzentrypsin (0,81 T.-(e.)); Kinaselésungen 
erepsinfrei und im Ubersehu8 angewandt (aus der Aktivitaét gegeniibe: 











Schweinetrypsin ermittelt).] 
_—_—_—_—___ — ——— 
: Enterokinase | Kinaseiibersehu8 | Aciditatszuw. 
Versuchstier 
angew. ccm berechnet cem 0,2 n-KOH 
Katze ... . 2,5 etwa 2 fach 0,94 
Hund. 4,0 rae ee 0,88 
Kaninehen . 4,0 — 0,96 








© . ee : ©; a : ry ee as ; % eo - 
&. Aktivierbarkeit von Trypsin aus Seeléwe. 
Tabelle 15. 
Aktivierung mit Enterokinase aus Schwein, Rind, Hund, 
Kaninchen und Affe; Hydrolyse von Casein. 


[4,00 cem erepsinfreies Seeléwentrypsiu (0,87 T.-(e.), nach der Aktivier- 

barkeit durch Hundekinase berechnet); Kinaselésungen erepsinfrei und 

im Uberschub angewandt (aus der Aktivitit gegeniiber Schweinetrypsin 
ermittelt). | 














Semel Kinase- acai 
. ; c<inase a zuwachs 
Versuchstier . iiberschuB 9 
ange. eem 0,2 n- 
ecem berechnet KOH 
! M4 } ) ay 
Schwein 2,0 0,52 
~\) 
4.0 { U,o2 
Rind 6,0 etwa 3 fach 0,60 
Hund 2,0 desgl. 0,94 
Kaninchen a 2,0 desl. 0,94 
Meerkatze (Cercopithecus sabaeus) 2.0 etwa 2 fach 0,96 
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Tabelle 16. 


Aktivierung mit Enterokinase aus Schwein und Hund; Hydrolyse 
von Clupein. 


(1,0 g Clupeinsulfat, lufttrocken; 30 ccm aktiviertes Seeléwentrypsin mit 

5,0 T.-(e.), nach der Aktivierbarkeit durch Hundekinase berechnet; Entero- 

kinase zur Aktivierung im Uberschu8 angewandt; Gesamtvolumen 50 ccm; 

Py = 8,4, 30°; zur Analyse entnommen 10,0:10,0 ccm, entspr. 0,20 g Clupein- 
sulfat. | 





Aciditéitszuwachs 


Versuchstier | Zeit (Stdn.) cem 0,2 n-KOH 








Schwein... 1,5 0,18 
25 2,34 
Ioeme..... 1,5 0,74 
25 3,42 








Die vorliegende Untersuchung wurde durch Gewahrung 
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der Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst fiir 
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Methylglyoxalase und Co-Zymase. 


Von 


Alfred Gottschalk. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Stadtischen Krankenhauses Stettin. 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Mai 1928.) 


Neuberg und Kobel’) haben den bedeutsamen Befund 
erhoben, daB das in animalischen Geweben sowie in Vegeta- 
bilien weit verbreitete Ferment Methylglyoxalase auch in Hefe- 
zellen vorkommt. Und zwar vermag nicht nur frische Hefe 
zugefiigtes Methylglyoxal quantitativ in Milchsiure umzu- 
wandeln; vielmehr sind auch Trockenhefen sowie Hefen- 
macerationssaft zu dieser Leistung befihigt. Im Hinblick auf 
die Unentbehrlichkeit der Co-Zymase bei der dismutativen 
Umwandlung von Aldehyden durch die Hefemutase wurde in 
den nachfolgend beschriebenen Versuchen gepriift, ob auch dic 
Wirkung der Methylglyoxalase der Hefe an die Anwesenheit 
der Co-Zymase gekniipft ist. 

Das als Substrat verwendete Methylglyoxal war nach de: 
Vorschrift von Fischer und Taube*) dargestellt und wurde 
mir sofort nach der Gewinnung in 5°) iger Lisung in liebens- 
wiirdiger Weise von Herrn Dr. Hermann Fischer, Berlin, 
zur Vertiigung gestellt. Zu Versuchsbeginn wurde der genaue 
Gehalt dieser Liésung an Ketonaldehyd durch Darstellung und 
Wiigung des p-Nitro-phenyl-osazons ermittelt. Die benutzte 
Hefe war eine untergiirige Trockenhefe der Hochschulbrauere! 
Berlin, die infolge langer Lagerung an Co-Zymase sehr ver- 
armt war. Die Aufarbeitung der Versuchsansitze geschah in 
der folgenden Weise: Nach kriiftigem Zentrifugieren wurde ein 


') Biochem, Zs. Bd. 182, S. 470 (1927). 
*) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1502 (1924); Bd. 59, S. 857 (1926). 
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aliquoter Teil der iiberstehenden Fliissigkeit mittels Mercuri- 
acetat entelweiBt, aus dem Filtrat das Quecksilber durch Ein- 
leitung von Schwefelwasserstoff entfernt und schlieBlich der 
Schwefelwasserstofi durch Luft verjagt. In der so erhaltenen 
klaren Lésung wurde der Gehalt an Methylglyoxal nach der 
p-Nitro-phenyl-osazon-Methode Neubergs?) ermittelt. 


Versuche. 
Ansatz a: 20ccm Methylglyoxallésung (= 0,756 g Methylglyoxal) 
180 cem Wasser 
25 g Co-zymase-arme Trockenunterhefe 
2.0 ecm Toluol 
Gesamtvolumen: 225 ecm. 
Ansatz b: 20 ccm Methylglyoxallésung (= G,736 g Methylglyoxal 


180 cem Wasser 


25 g ausgewaschene, Co-zymase-freie Trockenunterhefe’ 
2,5 ecm Toluol 


Gesamtvolumen: 240 ccm. 


to 


Ansatz ec: 10 ccm Methylglyoxallésung (= 0.368 g Methylglyo 
100 ecm Wasser 
1,0 cem Toluol 
Gesamtvolumen: 111 cem. 


Aufarbeitung der drei Ansitze nach 20stiindigem Aufbewahren 


bei Zimmertemperatur (21°). 


Mit Hilfe der p-Nitro-phenyl-osazon-Methode wurden wiedergefunde: 


in 100 cem Ansatz a 0,262 g Methylglyoral 
in 225 cem - a 0,589 g 

d. h. 20°, Methylglyoxalschwund 
in 100 cem Ansatz b 0.287 g Methylglyoxa 


. 


in 240 cem me b 0,688 g 
d. h. 6,5°,, Methylglyoxalschwund 


( 


in 100 eem Ansatz ec 0,316 g Methyiglyoxal 
in llleem , ce 0,351 g 


Ansatz a: 10 ccm Methylglyoxallésung (= 0.557 g Methylglyoxal 
80 ecm Wasser 
oR @ ~N .wwmece.ar , Trockenunte hofa 
12,9 g Co-zymase -arme rockenunterheteé 
1.0 eem Toluol 
Gesamtvolumen: 113 ecm 


" alii Zs. Bd. $3, S. 263 (1917). 
2} Vor dem Waschen gewogen. 
21" 





316 Alfred Gottschalk, Methylglyoxalase und Co-Zymase. 


Ansatz b: 20 cem Methylglyoxallésung (= 0,714 g Methylglyoxal) 
180 ecm Wasser 
25 g ausgewaschene, Co-zymase -freie Trockenunterhefe ') 
2,5 eem Toluol 
Gesamtvelumen: 242 ecm. 
Ansatz e: 10cem Methylglyoxallésung (= 0,357 g Methylglyoxal) 
100 cem Wasser 
1,0 eem Toluol 
Gesamtvolumen: 111 cem. 


Aufarbeitung der Ansitze nach 24 Stunden. Versuchstemperatur 20° 
Mit Hilfe der p-Nitro-phenyl-osazon-Methode wurden wiedergefunden 


in 100 cem Ansatz a 0,261 g Methylglyoxal 
in 113 eem . a 0,295 g is 

d. h. 17,4°/, Methylglyoxalschwund. 
in 100 cem Ansatz b 0,280 g Methylglyoxal 
in 242 cen 3 ,,_—S ib 0,678 g ” 

d. h. 5,0°/, Methylglyoxalschwund. 
in 100 cem Ansatz ¢ 0,313 g Methylglyoxal 
in 111 eem * c 0,347 g pe 


d. h. 2,8°/, Methylglyoxalschwund (unspezifisch). 


Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich, daB aus- 
gewaschene und so von Co-Zymase befreite Trockenunterhefe 
zugetfiigtes Methyiglyoxal nicht umzuwandeln vermag. Auch an 
Co-Zymase sehr verarmte Trockenunterhefe hat nur ein gering- 
figiges Umwandlungsvermégen fiir Methylglyoxal. Damit ist 
erwiesen, daB die Tatigkeit der Methylglyoxalase der 
Hefe an die Anwesenheit von Co-Zymase’) geknipft 
ist. Wir kennen nunmehr drei Teilfermente des Zymase- 
komplexes, deren Tatigkeit durch die Co-Zymase komplettiert 
wird: Phosphatese, Aldehydmutase bzw. Reduktase und Methyl- 
glyoxalase. 


') Vor dem Waschen gewogen. 

*) Unter Co-Zymase ist hier die Gesamtheit der durch Auswaschen 
von Trockenhefe bzw. durch Dialyse von Hefemacerationssaft entfernten 
Substanzen zu verstehen, worauf im Hinblick auf die neueren Unter- 
suchungen von A. Lebedew [Diese Zs. Bd. 172, S. 255 (1927)] besonders 
hingewiesen sei. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um sehr ver- 
schiedenartige Stoffe (vgl. hierzu auch A. I. Kluyver und A. P. Struyks 
| Ber. iiber die ges. Physiol. und exp. Pharm. Bd. 42, S. 787 (1928)]. 
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